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Linh vue ky thuét dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén linh vuc y dugc, cu thé 1a dé cap dén hop chét axit salvianolic,

phuong phap didu ché va dugc phim chua hop chét axit nay.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Dan sam (Radix Salviae Miltiorrhizae) la ré ctia cdy thudc chi Salvia, ho hoa moi
(Labiatae, con dugce goi la ho bac ha), ¢6 vi dang va hoi lanh, c6 tc dung sinh Iy 1én tim
va gan véi chire nang ngédn chdn con dau bang cach loai bo su tdc nghén, kich thich luu
thong mau va lam gidm ching h6i hop bang cach thong mau cho tim. Cac nghién ciu
dugc 1y hién dai da chi ra rang, dan sam co tac dung lam gidn mach vanh, cai thién tuan
hoan vi mach, ¢6 kha ndng trc ché va loai bo su két tu tiéu cau, lam tang kha nang chiu
dung cua co thé dbi voi su thiéu hut oxy, ting kha ning chéng viém gan, chong khéi u va
virut. Nam 2001, Vién Dugc li¢u, Vién Khoa hoc Y té Trung Qubc & truong Cao dang
Y té lién hiép Bic Kinh da bdo céo rang c6 13 hop chét axit phenolic trong thanh phan
hoat tinh hoa tan trong nudc cua dan sdm va cac cdy cung chi, bao gdm axit salvianolic
A, B, C, D, E, F, G, H, 1, ], axit lithospermic, axit rosmarinci, va axit isosalvianolic C
(theo Lianniang Li va cong su, Bulletin of Medical Research, 2001, Vol. 30(7)), va hoat
tinh duoc 1y cua 13 hop chét axit phenolic nay ciing dugc 1am rd. Nam 2002, Rena Kasimu
va cOng su da bao cdo vé cAu trac hoa hoc cua axit salvianolic K (Rena Kasimu va cdng
su, Journal of Xinjiang Medical University, 2002, Vol. 25(3)). Cac nha nghién ctru ngoai
qude cling da nghién ctru v thanh phan hoat tinh hoa tan trong nudc cta dan sam. Nam
1999, Dai hoc George Washington da nop don va sau do duoc cép bang sang ché & My
ddi voi 13 hop chét co cau triic hoa hoc khac nhau cua axit salvianolic, c6 tac dung khang
enzym integraza cua virut HIV va cac virut khac, diéu do goi ¥y rang dan sdm 1a ngudn

cay thudc ¢ tiém nang 16n va co gia tri dang duoc phat trién.

Axit salvianolic T theo sang ché 12 hgp chat méi dugc tim thay trong dan sam nho
qua trinh sang loc quy mo lén. Cho dén nay, cdu tric va tac dung duoc ly c6 lién quan

dén axit salvianolic T van chua dugc bao céo.
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Ban chit k§ thuit cia sang ché

Muc dich cua sang ché la dé xuat axit salvianolic T c6 cong thirc (I), mudi dugc

dung va solvat ctiia no:

Cong thue (1)

Muc dich khéc ciia sang ché 1a dé xuit phuong phép diéu ché axit salvianolic T.

Muc dich khac nita cta sang ché 1a dé xuét duge phim, chit chéng oxy hoa, chat

khir gbe tu do, chira axit salvianolic T.

Muc dich khac cua sang ché 1a dé xuat dugc pham chira axit salvianolic T dé bao
ché thudc diéu tri bénh nhoi mau co tim cap tinh va bénh thiéu mau cuc bd co tim cép

tinh.

Muc dich khac cua sang ché la dé xuat dugc pham chira axit salvianolic T dé bao

ché thude diéu tri bénh xo phéi.

Muc dich khac nita ctia sang ché 1a dé xuat dugc pham chira axit salvianolic T dé

bao ché duoc phidm chong oxy hoa.

Muc dich khac cta sang ché la dé xuat dugc pham chira axit salvianolic T d€ di€u
tri bénh nhoi mau co tim cap tinh, bénh thi€éu mau cuc b co tim cap tinh hodc bénh xo

phoi.

Muc dich khac cta sang ché 1a dé xuat dugc pham chira axit salvianolic dé tri hoan

qua trinh 130 suy.



22881

Muc dich khac nita ctia sdng ché 1a dé xuét dugc pham chua axit salvianolic dé

chdng oxy hoa.

Cu thé, sang ché dé cap dén cac dbi tuong dugc néu & cac muc tur [1] dén [37] sau

day:

[1] Axit salvianolic T duoc thé hién bang cong thire (I), mudi duge dung cua no,

chét ddng phan bat dbi xting (chiral isomer) va solvat cta no:

Cong thtre (1)

[2] Phuong phap diéu ché axit salvianolic T dugc dé cap & muc [1], trong d6

phuong phap nay bao gdm cac budc:

(1a) Chiét xuat: chiét xuét duoc pham dan sim & dang thd (Radix Salvia miltiorrhiza)
hodc hdn hop ctia dan sam va cac duge phém ¢ dang tho khéc béng nude, ¢o dac dich loc
dé thu duoc san pham chiét trong nudc, sau do b sung rugu dé két tua va thu duoc 16p
chét long ndi trén bé mat, co dic 16p chét léng ndi trén bé mat dé thu duoc san phém chiét

trong rugu;

(1b) Phan tach: pha lodng san pham chiét trong ruou thu dugce & budce (1a) bang
nudce, rot hon hop 1én nhua hép thu c6 10 Xép 16n, rira nhua béng dung dich nudc axit dé
loai bo tap chét va tiép do rira giai nhua bing etanol dé thu duoc san pham rira giai trong

etanol, c6 dic san pham rira giai trong etanol dé thu duoc chit chiét;
Hodc, thay thé céc bude (1a) va (1b) béng budc (1) sau:

(1) Tong hop: hoa tan axit salvianolic B trong nudce, sau d6 gia nhiét dung dich thu

duoc;
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(2) Tinh ché: diéu chinh pH cua dich phan tng thu dugc trong bude (1) dén pH
axit; hodc tinh ché dich chiét thu dugc trong budc (1b) bang sac ki 1ong c6 4p suét cao
(HPLC) diéu ché, v6i cot silica gel pha dao C18 1am cdt sic ki, hdn hop axetonitril - nude
_ axit formic 1a chat rira giai, thuc hién rira giai ddng dung moi (isocratic elution) hogc
rira giai gradient (gradient elution), v4i budc song phat hién 280 nm; gidm sat qua trinh
rira giai bang HPLC, thu gom san pham rira giai chira axit salvianolic T; co dic dé thu

duoc axit salvianolic T.

[3] Phuong phap diéu ché chit ddng phéan bat ddi ximg (chiral) ctia axit salvianolic

T duoc dé cap & muc [1], trong d6 phuong phép nay bao gdm céc budc:

(1a) Chiét xudt: chiét xuit duoc pham dan sam & dang tho hodc hdn hop cua dan
sam va cac duoc phém ¢ dang tho khac béng nudc, ¢ dac dich loc dé thu duoc san phém
chiét trong nudc, tiép do bd sung rugu dé két tha va thu gom 16p chét 1ong ndi trén bé

mat, co dac 16p chét long ndi trén bé mat dé thu duoc san phém chiét trong ruqu;

(1b) Phan tach: pha lodng san phdm chiét trong ruou thu dugc & bude (1a) bang
nude, rot hdn hop 1én nhua hép thu co 10 xép 16n, rira nhua béng dung dich nudc axit dé
loai bé tap chat va tiép do rira giai nhua bing etanol dé thu duoc san phdm rira giai trong

etanol, c6 dac san phém rira giai trong etanol dé thu duoc san phém chiét;
Hoic, thay thé cac budc (1a) va (1b) bang budc (1) nhu sau:

(1) Tong hop: hoa tan axit salvianolic B trong nudc, sau d6 gia nhiét cho dung dich

thu duoc;

(2) Tinh ché: diu chinh pH cua dich phan ung thu duge trong bude (1) dén pH
axit; hodc tinh ché dich chiét thu dugc & budce (1b) bang HPLC diéu ché, voi cot silica
gel pha dao C18 lam cot sac ki, hdn hop axetonitril - nude - axit formic lam chat rira giai,
thuc hién rira giai ddng dung moi, v6i bude song phat hién 280 nm; gidm sit qué trinh
rtra giai bing HPLC, thu gom san phdm rira giai chia axit salvianolic T; c6 dic dé thu

duoc axit salvianolic T.

(3) Diéu ché chat dong phan bat ddi xtng: tach chat déng phan bat dbi xung tir

axit salvianolic T thu dugc ¢ budce (2) béng sac ki long diéu ché, véi cot sic ki 1a cot bt

-5-
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d6i xung pha dao, chit rira giai 1a hon hop axetonitril - nude - axit formic, thuc hién ria
giai dang dung moi hodc rira giai gradient, véi bude song phat hién 280 nm; gidm sat qua
trinh rira giai bang HPLC, thu gom san pham rtra giai chira axit (S) - salvianolic T va axit
(R) - salvianolic T mot cach riéng ré, dong kho dé thu duge cac san pham tinh khiét cuia

axit (S) - salvianolic T va axit (R) - salvianolic T.

[4] Phuong phap diéu ché nhu duoe mo ta & cac muc [2] hodc [3], trong d6 & bude
(la), duoc phém dan sam ¢ dang tho hodc hdn hgp cuia dan sam va céc duge phém & dang
tho khac 1a nhirng méau thude sic, vun nghién hoac bot, dugc phém ¢ dang tho khac la
tam thét (Radix Notoginseng) hoic hoang ky (Radix Astragali) hoac td hop cua hai loai

nay ma tuong thich véi dan sam.

[5] Phuong phép diéu ché nhu duge mo ta & cac muc [2] hodc [3], trong d6 & budce
(1a), budce chiét xuat trong nudc dugce thyc hién nhu sau: sic dugc phém ¢ dang tho vai
nuéce theo ti 16 khéi lugng nude gip 4 - 8 1an khéi lugng dugc pham ¢ dang tho trong 1,5
- 4 gio; loc; co dac dich loc dé thu duoc dich chiét trong nudc voi ti trong tuong dbi 1a

1,10 - 1,30 (¢ 80°C).

[6] Phuong phap diéu ché nhu dugc md ta & muc [2] hodc [3], trong dO & budc
(la), budc chiét xudt trong nudc dugce thuc hién nhu sau: sic duogc phém ¢ dang tho voi
" nude theo ti 18 khdi luong nude gip 6 1an khdi lugng duge pham & dang tho trong 3 gio;
loc; ¢6 dac dich loc dé thu duoc dich chiét trong nudc vaéi ti trong tuong dbi 1a 1,22 (&

80°C).

[7] Phuong phap diéu ché nhu dugc md ta & muc [2] hodc [3], trong d6 & bude
(1a), dung dich nudc kiém dugce str dung trong budce chiét xudt bang nudc, kiém noi trén
it nhit duoc chon tir nhém bao gém: dung dich natri bicacbonat, dung dich nudc natri
cacbonat, dung dich kali hydro cacbonat, dung dich kali cacbonat, dung dich nu¢c natri

hydroxit, dung dich nudc kali hydroxit.

[8] Phuong phép diéu ché nhu dugc md td & muc [7], trong d6 dung dich nudc

kiém 1a dung dich nudc natri bicacbonat v6i nong d6 0,3 - 0,45% (trong lugng/thé tich).
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[9] Phuong phap diéu ché nhu duge mo ta & muc [2] hodc [3], trong d6 & bude
(1a), viéc két tha béng ruou duoc thuc hién nhu sau: bd sung etanol 95% (thé tich/thé
tich) vao dich chiét trong nudc dé tién hanh két tia cho dén khi nong d9 etanol dat 50%
- 70% (thé tich/thé tich) (& 25°C), rdi hdn hop duge dé yén trong 8 - 36 gid; thu 1y phan
16p chét long ndi trén bé mat, thu hdi etanol dudi ap suat thép, ¢ dac dé thu nhan dich

chiét trong ruou véi ty trong twong d6i 1,25 - 1,5 (6 60°C).

[10] Phuong phap diéu ché nhu dwgc mé ta & muc [2] hodc [3], trong d6 & budc
(1a), viéc két taa b??mg ruou dugce thuc hién nhu sau: bo sung etanol 95% (thé tich/thé
tich) vao dich chiét trong nu6e dé tién hanh két tiia cho dén khi ndng do etanol dat 60%
(thé tich/thé tich) (¢ 25°C), hdn hop duge dé yén trong 24 gio; thu lay phan 16p chit 1ong
ndi trén bé mat, thu hdi etanol dudi ap sut thép, cd ddc dé thu nhan dich chiét trong rugu

v6i ty trong twong ddi 1,32 (& 60°C).

[11] Phuong phap diéu ché nhu duoc md ta & muc [2] hodc [3], trong d6 & bude
(1b), nhya hép thu ¢ 16 Xép 16n 1a loai nhua hép thu ¢o 16 xép 16n khong phén cuc hodc

phéan cuc yéu.

[12] Phuong phap diéu ché nhu duge mo ta & muc [11], trong d6 nhya hép thu ¢6
18 x6p 16n khong phén cuc hodc phan cuc yéu la loai AB - 8, HPD450, D101, hogc X5.

[13] Phuong phap diéu ché nhu duge mo ta & muc [12], trong d6 nhya hép thu co

16 xdp 16m khong phan cuc hodc phan cuc yéu 1a loai AB - 8.

[14] Phuong phép diéu ché nhu duge md ta & muc [2] hodc [3], trong d6 & budc
(1a), ty 1é khéi lwvong cta duoc phim & dang tho so voi nhwa hip thu c6 16 xp 16n 14 5:1

-1:1.

[15] Phuong phap diéu ché nhu dwoc mo ta & muc [14], trong d6 & bude (1a), ty

18 khdi luvong cua dugc phdm & dang thd so véi nhwa hap thu c6 16 xbp l6n 1a 3:1.

[16] Phuong phép diéu ché nhu duge md ta & muc [2] hodc [3], trong d6 & bude
(1b), dung dich nudc axit it nhét 1a mot loai duge chon tir nhém bao gém: dung dich nude
axit clohydric, dung dich nuéc axit sunfuric, dung dich nudgc axit nitric va dung dich nudgc

axit axetic hodc to hop cua chung; pH ctia dung dich duoc diéu chinh ndm trong khoang

-7-
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1,0 - 5,0; rira bang dung dich nudce axit cho dén khi san pham rtra giai 1a gan nhu khong

mau.

[17] Phuong phép diéu ché nhu duoc mé ta & muc [16], trong d6 dung dich nuéc

axit 1a dung dich nudce axit clohydric; pH cta dung dich duoc diéu chinh vé 3,0.

[18] Phuong phap diéu ché nhu dwoc mé ta & muc [2] hodc [3], trong d6 & bude
(1b), etanol 50% - 95% (thé tich/thé tich) dugc sir dung dé rira cot 4 - 10 1an; san pham

rira giai duge ¢ dic dé thu duge san pham chiét khong c6 mui rugu.

[19] Phuong phap diéu ché nhu duge md ta & muc [18], trong do6 etanol 50% - 95%
(thé tich/thé tich) duoc st dung dé rira cot 5 lan

[20] Phuong phap diéu ché nhu dugc md ta & muc [2] hodc [3], trong d6 ¢ budce

(1), nguyén liéu ban dau dung cho phan tng 12 axit salvianolic B hodc mudi cua né.

[21] Phuong phép diéu ché nhu duge md ta & muc [2] hodc [3], trong d6 & budc
(1), ty 1€ khéi luong cta axit salvianolic B va dung dich nuéc 1a 1:0,1 - 1:100000, nhiét

do phan tng 1a 10 - 150°C, thoi gian phan tmg la 10 phut dén 24 gio.

[22] Phuong phap didu ché nhu duge mé ta & muc [2] hodc [3], trong d6 & budc
(1), ty 1€ khoi luong cua axit salvianolic B va dung dich nuéc la 1:200, nhiét do phan tng

1a 90°C, thoi gian phan ing la 1 gio.

[23] Phuong phap diéu ché nhu duge mo ta & muc [2] hodc [3], trong d6 & budce
(1), dung dich nudc la dung dich nude axit, dung dich nude trung tinh hodc dung dich

nudc kiém.

[24] Phuong phap diéu ché nhu duge mo ta & muc [2] hodc [3], trong d6 & bude
(1), dung dich nuée 1a dung dich nuée kiém, dung dich nuéce kiém it nhat 1a mot loai dugc
chon tir nhém bao gom: dung dich natri bicacbonat, dung dich nuéc natri cacbonat, dung
dich kali hydro cacbonat, dung dich kali cacbonat, dung dich nudc natri hydroxit va dung

dich nudc kali hydroxit.

[25] Phuong phap diéu ché nhu duoc mo ta & muc [8], trong d6 dung dich nudc

kiém 1a dung dich natri bicacbonat v&i nong d6 0,05% - 0,45% (W/v).

-8-
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[26] Phuong phap diéu ché nhu duoc md ta & muc [2] hodc [3], trong d6 & budc
(2), dung dich bat ki trong s6 dung dich nuéc axit clohydric, dung dich nugce axit sunfuric,
dung dich nudc cua axit nitric va dung dich nuéc axit axetic hodc td hop cuia chung déu

c6 thé duoc st dung dé diéu chinh dd pH ctia dung dich phan tng vé 1,0 - 6,0.

[27] Phuong phéap diéu ché nhu duge mo ta & muc [26], trong d6 dung dich nude
axit clohydric duoc sir dung dé diéu chinh dung dich phan ung vé pH 3.0.

[28] Phuong phap diéu ché nhu dugc mé ta & muc [2] hodc [3], trong d6 & budce
(2), HPLC c6 thé 1a HPLC truc dong (dynamic axial HPLC), cot sdc ki 1a cot silica gel
pha dao C18, hoa tan dich phan tng da duge didu chinh pH trong budc 1 hodc dich chiét
thu duoc trong bude 1(b) voi pha di dong, pha di dong la axetonitril:nude:axit formic voi
ti 16 thé tich 10:90:1 - 90:10:1); dung moi rira giai st dung ti 1& cta pha di dong noi trén,
phuong phéap rtra giai la rira giai dang dung mdi hodc rira giai gradient; toc do dong la
300 ml/phut; bude song phat hién 1a 280 nm; HPLC dugc sir dung dé giam sat qua trinh
rtra giai, thu gom phan doan trong khoang thoi gian 21,2 - 24 pht, ¢6 dac dé sdy kho, thu

nhan mau axit salvianolic T.

[29] Phuong phap diéu ché nhu duge md ta & muc [28], trong d6 pha di dong la

axetonitril:nude:axit formic véi ti 18 thé tich 10:90:1 - 50:50:1.

[30] Phuong phap diéu ché nhu duge md ta & muc [28], trong d6 pha di dong 1a

axetonitril:nude:axit formic véi ti 18 thé tich 15:85:1.

[31] Phuong phap diéu ché nhu duge mé ta & muc [28], trong d6 qué trinh rira giai
stt dung pha di dong la axetonitril:nudc:axit formic vai ti 18 thé tich 15:85:1 dé thuc hién

rira giai dang dung moi.

[32] Phuong phép diéu ché nhu duoc md ta & muc [3], trong d6 & bude (3), sic ki
16ng didu ché da dugc str dung dé thuc hién phan tach ddng phan bat dbi xtng, cot sic ki
la cot pha dao, hoa tan axit salvianolic T thu dugc ¢ budce (2) voi pha di dong, pha di dong
1a axetonitril:nude:axit formic vai ty 16 thé tich 1a 10:90:1 - 90:10:1; dung moi rira giai st
dung ti 16 cia pha di dong noi trén, phuong phap rira giai la rira giai dang dung moi hogc

rira giai gradient; toc 4o dong 1a 25 ml/phut; buée séng phat hién 1a 280 nm; HPLC duoc
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st dung dé giam sat qué trinh rira giai, thu gom phan doan axit (S) - salvianolic T v6i thoi
gian luu gitt 19,5-21,1 phut va thu gom phan doan axit (R) - salvianolic T v6i thoi gian
luu gitr 23,59 - 25,3 phtt mot cach riéng r&, dong kho sau khi ¢6 dac ¢ nhiét do thép, thu

nhén san pham axit (S) - salvianolic T tinh khiét va axit (R) - salvianolic T tinh khiét.

[33] Phuong phap diéu ché nhu duge mo t& & muc [32], trong d6 pha di dong la

axetonitril:nuge:axit formic véi ty 18 thé tich 1a 17:83:1.

[34] Phuong phap diéu ché nhu duge mo ta & muc [32], trong d6 qua trinh ria giai
st dung pha di dong la axetonitril:nude:axit formic voi ty 1€ thé tich 1a 17:83:1 dé thuc
hién qua trinh rira giai dang dung moi.

[35] Phuong phap diéu ché nhu dwoc mo ta & muc [32], trong do nhiét do thép 1a

10 - 40°C.

[36] Phuong phap diéu ché nhu dugc mé ta & muc [32], trong d6 nhiét d thap 1a
30°C.

[37] Duoc pham chira axit salvianolic T, mubi duoc dung cta no, chat dong phan

bat doi xuing va solvat cia n6 duoc mo tad & muc [1].

[38] Chét chdng oxy hoa chia axit salvianolic T, mudi duoc dung cua no, chat

dong phan bat doi xung va solvat cua né dugc mo ta ¢ muc [1].

[39] Chét khir gbe tu do chira axit salvianolic T, mudi dugc dung ctia né, chit dong

phan bat doi xing va solvat cia n6 duge mo tad ¢ muc [1].

[40] Dugc phém chtra axit salvianolic T, mudi duoc dung cua no, chét déng phan
bét d6i xtmg va solvat ctia né duge mo ta & muc [1] duge st dung trong bao ché thude dé

diéu tri bénh nhoi mau co tim cap tinh va thiéu mau cuc b co tim cap tinh.

[41] Dugc pham chira axit salvianolic T, mudi duoc dung cua né, chat dong phan
bét ddi xtng va solvat ctia nd duge mé ta & muc [1] dugc st dung trong bao ché thude

diéu tri bénh xo phoi.

-10-
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[42] Duoc phdm chtra axit salvianolic T, mudi duge dung ctia no, chat déng phén
bat d6i xtng va solvat ctia nd dugc mo ta & muc [1] duge st dung trong bao ché chét

chéng oxy hoa.

[43] Dugc pham chua axit salvianolic T, mu6i duge dung cda no, chat dong phan
bat doi xtrng va solvat cua n6 dugc mo td & muc [1] duoc st dung dé diéu tri nhdi mau

co tim cap tinh, thiéu méau cuc b co tim cap tinh hodc bénh xo phoi.

[44] Duoc phdm chua axit salvianolic T, mudi duoc dung ciia n6, chat déng phan
bét ddi xung va solvat ciia n6 dugc moé tad & muc [1] duoc str dung dé lam cham qué trinh

140 hoa.

[45] Duoc phdm chua axit salvianolic T, mudi duoc dung ctia n6, chat dong phan

bat doi1 xing va solvat cua nd dugc mod ta & muc [1] dugce st dung dé chong oxy hoa.
M0 ta van tat cac hinh vé

Fig.1 1a hinh minh hoa anh phd khéi do phan giai cao cta axit salvianolic T, A:

axit (R) - salvianolic T; B: axit (S) - salvianolic T.

Fig.2 1a hinh minh hoa phd cong huéng tir hat nhan 'H ('"H NMR) cua axit
salvianolic T & 500 MHz, bang viéc sir dung dimetyl sunfoxit (DMSO - (CH3)2S0), A:

axit (R) - salvianolic T; B: axit (S) - salvianolic T.

Fig.3 1a hinh minh hoa phd cong huéng tr hat nhan *C (*C NMR) ctia axit
salvianolic T & 125 MHz, béng viée st dung DMSO, A: axit (R) - salvianolic T; B: axit
(S) - salvianolic T.

Fig.4 12 hinh minh hoa phd tang cuong khong bién dang bang chuyén phan cuc
(DEPT - Detortionless enhancement by polarization transfer) cua axit salvianolic T, A:

axit (R) - salvianolic T; B: axit (S) - salvianolic T.

Fig.5 1a hinh minh hoa phd tuong quan (COSY - Correlation spectroscopy) clia

axit salvianolic T, A: axit (R) - salvianolic T; B: axit (S) - salvianolic T.
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Fig.6 1a hinh minh hoa pho tac dung Overhauser hat nhan khung quay (ROESY -
Rotating frame nuclear Overhauser effect spectroscopy) cua axit salvianolic T, A: axit

(R) - salvianolic T; B: axit (S) - salvianolic T.

Fig.7 1a hinh minh hoa phd twong quan luong t&r don di hat nhén (HSQC -
Heteronuclear single quantum correlation spectroscopy) cua axit salvianolic T, A: axit

(R) - salvianolic T; B: axit (S) - salvianolic T.

Fig.8 1a hinh minh hoa phd twong quan lién két da di hat nhan (HMBC -
Heteronuclear multiple bond correlation) cta axit salvianolic T, A: axit (R) - salvianolic

T; B: axit (S) - salvianolic T.

Fig.9 1a hinh minh hoa pho ludng sdc vong tron (CD - Circular dichroism) cua axit

salvianolic T, A: axit (R) - salvianolic T; B: axit (S) - salvianolic T.

Fig.10 12 hinh minh hoa sy so sanh gitra ph6 CD va phé ludng sdc vong tron dién
tt (ECD - Electronic circular dichroism) ctia axit salvianolic T, A: axit (R) - salvianolic

T; B: axit (S) - salvianolic T.

Fig.11 1a hinh minh hoa sinh thiét tim cta ting nhom trong nghién ctru vé tac dung

clia axit (R) - salvianolic T d6i v&i chung nhoi méu co tim cap tinh.

Fig.12 la hinh minh hoa tdc dung rc ché cta axit (R) - salvianolic T va axit (S) -
salvianolic T déi v6i su tang sinh té bao 1.929 gdy ra bdi nhan td tang truong chuyén hoa

beta 1 (TGF - B1).
Mo ta chi tiét sang ché

Muc dich cua sang ché 1a dé xuat hgp chat axit salvianolic T ¢6 cong thirc cau tao

(I), mubi duoc dung, ddng phén bt d6i xung va solvat.
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Cong thtrc céu tao (I)

Theo sang ché, cau triic hop chat méi ctia axit phenolic da duoc xac dinh béi tinh
chét 1i hoa, khdi phd do phan giai cao (QFT - ESI), khéi phd ion hoa tia dién (ESI - MS),
'H - NMR, 3C - NMR, DEPT, COSY, HMBC, HMQC va CD (Fig.1 - Fig.10).

'H - NMR (phb hydro) cho thay 1 tin hiéu ciia proton methenyl dwoc gin véi oxy
6 0 4,93(1H, dd, 8,0, 4,5 Hz); 11 tin hi¢u proton thom & 6 6,85 (1H, d, 8,5 Hz), 5 7,31
(1H, d, 8,5 Hz), & 7,41 (1H, d, 15,5 Hz), 6 6,27 (1H, d, 15,5 Hz), § 6,62 (1H, s), & 6,63
(1H, d, 8,0 Hz), 6 6,47 (1H, d, 8,0 Hz), § 6,44 (1H, d, 2,0 Hz), 5 6,55 (1H, d, 8,5 Hz), §
6,43 (1H, dd, 8.5, 2,0 Hz), 6 7,69 (1H, s); 2 tin hiéu cda proton béo tai & 2,89 (2H, ddd,
14,0, 8,0, 4,5 Hz).

13C - NMR (phd cacbon) cho thay 27 tin hiéu cacbon, bao gém 1 tin hiéu cacbon
béo ¢ 8 36,0, 1 tin hiéu cacbon methenyl dugc lién két vai oxy & 6 72,8, 3 tin hi¢u cacbon
cacbonyl & 6 166,0, 6 170,6, 6 168,4, va 22 tin hiéu cacbon lién két doi 08 123,7, 8 126.4,
0 142,9,6147,7,6 115,0, 8 118,4, 6 143,7,6 113,9, 6 127,1, 6 116,5, 6 143,9, 5 144,8, &
115,5,8 120,0, 6 126,0, 6 117,3, 6 144,8, 6 147,2, 6 115,3, 6 122,9, & 141,1, 6 123 4.

Do quay cu thé ctia 2 dong phén ctia hop chét theo sang ché tuong tng la
- 157,5° va 196,6°. CAu tric phén tir cua hop cht c6 cdu hinh tuyét dbiC-® duoc xéc
dinh khi cdu hinh S/R tuong tng duoc toi wu, tiép d6 phuong phap BPV86 c6 TD - SCF
(Time - dependent self - consistent field) dugc st dung dé tinh toén tai by cosd 6 -31++G
(2d, p), két qua tinh toan duge doc va so sanh vdi phd CD cuia hop chét theo sang ché, két
qua cudi ciing cho thay rang két qua tinh toan cac hop chit cua 2 ciu hinh co ban chong

khép v6i phd CD thir nghiém cuia hop chét theo sang ché, tom lai cdu hinh tuyét déi C -
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8’ clia 2 ddng phan cta hop chét theo sang ché twong ung 1a cdu hinh S va cdu hinh R

(xem Fig.10). Mdi twong quan HMBC ctia hop chit theo sang ché nhur sau:

Hop chit theo sang ché 1a hop chat axit salvianolic méi, chat ma dugc goi 14 axit

salvianolic T.

Do nhiing thay di vé& cdu hinh va hinh thé xay ra ddi vai hop chat theo sang ché
trong qua trinh chiét, nén theo do, su thay ddi c6 thé xay ra déi véi dit liéu phd hop chit
trén. Nhung cac loai dong phan khac nhau duoc tao ra bai su thay doi cau hinh va hinh

thé van thudc pham vi clia sang ché.

Theo kién thire k¥ thuat chung va k§ thuat trude day, axit salvianolic T theo sing
ché cling c6 thé duoc st dung dé tao thanh mudi duoc dung hodc solvat cta né. Muébi
duoc dung cua axit salvianolic T theo sang ché bao gdm cic mudi duge dung thong
thuong duoc san xuét tir nguyén liéu vo co hodc hiru co von duge san xuit nho phuong
phap tao mudi théng thuong. Vi du thich hop cho cic mudi nay bao gdm mudi natri, mudi
kali, mudi liti, mudi magie, mubi nhdm, mudi canxi, mudi kém, hoac cac mubi duoc tao
thanh nho phan ng véi N,N” - dibenzyl etylendiamin, cloroprocaine, colin, dietanolamin,
etylendiamin, N - metyl glucoseimin, procaine va berberin. Axit salvianolic T dugc mo
ta dudi day gdm axit salvianolic T ¢6 cong thirc (I) va mudi duoc dung, déng phan bét

doi xtng va solvat.

Axit salvianolic T theo sang ché duoc sir dung mot cach thich hop dudi dang thanh
phan duge pham, thanh phan nay thong thuong c6 thé duoc sir dung bang cach tron voi
mdt hodc nhiéu loai chét mang dugc dung hodc ta duogc. Néu co thé, axit salvianolic T
theo sang ché co thé duge s dung lam thude trong diéu tri, tot nhét 1 thanh phan hoat

tinh duoc lya chon s& dugce st dung truc tiép dudi dang dugce phém. Xét tir khia canh vé
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su twrong thich véi cac thanh phan khéc va su an toan cho bénh nhan, chat mang phai 1a

chit mang duoc dung.

Theo d6, sang ché d& xuét dugc pham cua axit salvianolic T, dugc phdm bao gdbm
axit salvianolic T theo sang ché va mot hay nhiéu loai chit mang dugc dung, va c6 hodc
khong cé cac thanh phén tri liéu va/hodc phong ngura khac. Dugc phém 6 thé duoc st
dung qua duong ubng, duong tiém (bao gbm tiém dudi da nhu tiém hodc thudc vién dang
bé chura, tiém trong da, tiém ndi tly sdng, tiém bap dudi dang bé chira va tiém tinh mach),
dudng truc trang va tai chd (cu thé nhu ngadm dudi ludi). Tuy nhién, viée str dung con tuy
thudc vao bénh nhan. Dugc phém trén co thé 1a dang lidu don, va c6 thé dugc san Xuét
bing phuong phép bét ki duoc biét dén trong linh vuc duge pham. Tt ca cac phuong
phap déu bao gbm bude két hop axit salvianolic T theo sang ché v&i chit mang cdu thanh
mdt hay nhiéu loai thanh phan ta duoc. No6i chung, dugc pham theo sang ché duoc san
xuat nhu sau: tron va lam ddng nhét axit salvianolic T theo sang ché vé6i chat 16ng, hodc
chét mang ran duogc nghién min, hodc hon hop cta ca hai loai trén, tiép do, néu can thiét

tao san pham thanh dugc pham mong muon.

Thong thudng, mot loat cac cong nghé duoc pham tiéu chuén c6 thé duoc str dung
dé san xuat dugc pham theo séng ché bang viéc str dung axit salvianolic T va chat mang
dugc dung. Céac cong nghé bao gdm tron, nghién va ép. Dic diém va hinh thirc cia chat
mang duoc dung hodc chit pha lodng phu thudc vao luong hon hop céc thanh phan hoat

tinh, con duong st dung va céc yéu to lién quan khac.

Trong ban mo ta nay, chit mang duoc dung la tAt ca cac loai chat mang hitu co
hodc vd co ma cé thé duoc st dung cung voi thanh phén hoat tinh, cu thé nhu ta dudc,
chét boi tron, chit két dinh, chét lam phan tan va chit boc ngoai dugc st dung cho dugc
phém ran; hodc phu gia duoc phém nhu chit mau va chét lam ngot. Cac chét mang dugc
dung trén dugc chon tir nhom g61n: duong alcohol nhu manitol, sorbitol, xylitol; axit amin
nhu xistein hydroclorua, methionin, glyxin; vitamin C; dinatri EDTA (Etylendiamin
Tetraaxetic axit), EDTA canxi, natri pyrosunfit; cac mudi vd co nhu cacbonat, axetat,
phétphat cia kim loai kiém héa tri 1 hodc dung dich nuéc cta chung; natri clorua, kali
clorua, natri metabisunfit, natri bisunfit, natri thiosunfit; canxi cacbonat, canxi

bicacbonat; mudi stearat nhu canxi stearat, megie stearat; axit nhu axit clohidric, axit
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sunfuric, axit photphoric, axit axetic; cac mudi cua axit hitu co nhu natri lactat;
oligosaccarit, polisaccarit, xenluloza va dan xuét ctia nd, nhu mantoza, glucoza, fructza,
dextran, sacaroza, lactoza, xyclodextrin (nhu B - xyclodextrin), tinh bot; cac dan xuét
silic; alginat; gelatin; polivinylpyrrolidon; glyxerol; agar; chét hoat dong bé mit nhu

Tween - 80; polietylenglycol; vat liéu photpholipit; cao lanh; bt talc. ..

Dang dugc pham c6 thé 1a dang liéu dugc dung bét ki, bao gdm: vién nén nhu vién
nén bao dudng, vién nén bao mang va vién nén bao tan trong rudt; vién nang nhu vién
nang cing va vién nang mém; dung dich udng; vién nén udng; dang hat nhd; dang hat
uéng sau khi hoa tan trong nudc soi; thube vién; thude dang bot; dang bot nhio; dang
vién; dang huyén phu; dang rugu; dang tiém; dang dan; dang nhdo nhu thubc m& va ho;
dang kem; dang xit; dang nho giot va miéng dan. Tét hon 14, duoc pham & dang lidu ubng,
cu thé 1a vién nang, vién nén, dung dich uéng, dang hat nhé, dang vién, dang bot, va dang
bot nhdo; va & dang liéu tiém, cu thé 12 bot ¢6 thé tiém, thudc tiém va thudc tiém truyén.

Tot nhat 1a dugc pham ¢ dang vién nén.

Duoc phdm dang liéu udng néi trén c6 thé chtra cac thanh phan thong dung nhu t4
duoc, chit ké dinh, chét hop nhét, chit pha lodng, chét ¢p vién, chit boi tron, chét phan

tan, chat mau, chat mui, chat gitt Am, va néu can thiét vién nén c6 thé duoc bao ngoai.

Tét nhat 13, ta duoc bao gém lactoza, D - mannitol, D - sorbitol, tinh bdt, cu thé 1a
tinh bot dang a., dextrin, xenluloza tinh thé, hydroxypropyl xenluloza duoc thé thép, natri
cacboxymetyl xenluloza, gum arabic, amylopectin, axit silixic khan nhe, nhom silicat

tong hop hoac magie aluminum silicat. ..

Tbt nhat 14, chét boi tron bao g@)m magie stearat, canxi stearat, bot talc va silica

gel (gel axit silixic).

Tét nhét 13, chét két dinh bao g@)m tinh bot dang a, sacaroza, gelatin, gum arabic,
metylxenluloza cacboxymetyl xenluloza, natri cacboxymetyl xenluloza, xenluloza tinh
thé, duong, D - mannitol, trehaloza, dextrin, amylopectin, hydroxypropyl xenluloza,

hydroxypropyl metyl xenluloza, pyrrolidon,...
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Tét nhit 14, chit phan tin bao gdém lactoza, duong, tinh bot, cacboxymetyl
xenluloza, canxi cacboxymetyl xenluloza, aminoalky! natri, tinh bot cacboxymetyl natri,

axit silixic khan nhe, hydroxypropyl xenluloza duoc thé thép,...

T6t nhat 13, chit bao ngoai bao gdm hydroxypropyl metyl xenluloza,

hydroxypropyl xenluloza, etyl xenluloza, cacboxymetyl xenluloza, polivinyl alcohol,...

Tét nhét 14, chit mau bao g61n thudc nhudém mau tartrazine co thé an duoc hoa tan
trong nudc (thuéc nhudm mau thuc phém nhu thube nhudm mau do an duoc s6 2 va sb
3, thudc nhudém mau vang an duoc s6 4 vasd 3, thudc nhuém mau lam an duogc sb 1 va
s6 2); mau dang hd khong tan trong nude (nhu mudi nhom cua cac thude nhudom mau
tartrazine an duoc tan trong nudc da dé cap ¢ trén) va thudc nhuém mau tu nhién (cu thé

la B - caroten va clorophyl), v.v...

Tét nhit 1a chat 1am ngot bao gdm natri saccarin, axit glyxyrrhetinic, aspartam va

steviozit, v.v...

Phuong phap thong thuong dé san xuét vién nén bao gdm viéc két hop axit
salvianolic T theo sang ché voi mot hay nhiéu ta duoc duge dung, va tiép dé dugc ép

hodc dong khuon.

Axit salvianolic T theo sang ché c6 thé dugc san xudt thanh dugce pham dang 16ng
dé uéng, cu thé nhu: dich huyén pht tan trong nudc hoac trong dau, dung dich, dich nhu
tuong, Xi - r0, v.v... Axit salvianolic T theo sang ché cling ¢6 thé duoc bao ché thanh san
phdm khd, dugc pha tron lai vi nude hodc cic chat mang phu hop trudce khi st dung.
Dugc phdm dang 16ng c6 thé chua cac chit phu gia thong thuong, bao gdm: chét tao
huyén phu nhu xi - o sorbitol, metylxenluloza, glucoza/xi - rd, gelatin, hydroxymetyl
xenluloza, cacboxymetyl xenluloza, nhom stearat dang gel hodc chit béo an duoc da
hydro hoa; chét tao nhii twong nhu lexitin, sorbitan monooleat hodc gum arabic; chét
mang khong c¢6 nudce (bao gbm dau an duoc) nhu du hanh nhan, ddu dira phan doan, este
butyraceous, propylen glycol hodc etanol; chét bao quan nhu metylparaben, nipasol, hoac

axit sorbic.
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Duoc phim dang tiém bao gbm: thudc tiém vo trung chtta nude va khong chira
nuée, trong d6 duoc pham co thé chira chét chéng oxy hoa, chét dém, chat diét khuén,
chat déng truong; thudc tiém huyén phu vo tring chtta nuge hodc khong chira nudc, trong
d6 duoc pham c6 thé chira chat tao huyén phu va chit lam day. Dugc pham c6 thé dugc
bao quan & dang liéu don hodc lidu da nhu 6ng thube tiém va lo thudc tiém, va c6 thé
duoc bao quan dudgi diéu kién dong kho va duge hoan tan lai voi chit mang 16ng vo trung

(nude) trude khi st dung dé tiém.

Dugc pham str dung qua duong hdu mén co thé 1a dang thudc hinh vién dan bao
gbm chit nén dang vién dan chtra bo cacao, axit stearic hodc glyxerit hay etylen glycol

khac.

Duoc phém dung dé ngam, cu thé 1a ngdm ¢ canh ma hodc ngdm dudi ludi, bao
gbm: dang thude vién tron nho, trong d6 thanh phan hoat tinh duoc nhing trong chat nén
tao mui vi nhu sacaroza va gum arabic; dang thude vién hinh thoi, trong d6 thanh phén

hoat tinh duoc nhung trong chit nén nhu gelatin va glyxerol, hodc sacaroza va gum arabic.

Axit salvianolic T theo sang ché ciing c¢6 thé dugc bao ché thanh duge pham dang
du trit, cu thé 12 duoc pham giai phong lau dai ¢6 thé dugc str dung bang cach ciy (cdy
duéi da hodc cdy trong co) hodc tiém bap. Do d6, axit salvianolic T theo sang ché co thé
duoc bao ché vé6i chét plime phu hop, hodc chit ki nude (dang nhii tuong trong déu), hoac

nhua trao doi ion, hoac dugc bao ché thanh dan xuat it tan, cu thé nhu muoi it tan.

Trong linh vuc k¥ thudt chung hién nay, viéc diéu tri lién quan dén sang ché bao
gdm viéc phong va diéu tri mot s bénh hodc hoi ching. Bén canh do, liéu dung hiéu qua
cua axit salvianolic T theo sang ché phu thudc vao dac diém cua bénh va tinh trang co thé
ctia bénh nhén, hodc theo 101 khuyén ctia bac si. Noi chung, lidu ding hiéu qua cho ngudi
16n ndm trong khoang 0,02 - 5000 mg/ngay, tét nhét 1a 1 - 1500 mg/ngay. Lidu diéu tri
6 thé 1a dang lidu don hodc lidu da s& duogc sir dung bdi bénh nhan trong khoang thoi
gian thich hop, cu thé 14, 2 14n mot ngay, 3 1an mot ngay, 4 lAn mdt ngay hodc hon. Duoc
phim theo sang ché bao gdm 0,1 - 99% thanh phan hoat tinh, tot nhat 1a 30 - 95% ddi v6i

dang vién nén va vién nang; va t6t nhét 1a 3 - 50% dbi voi duge pham dang long.
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Theo muc dich thir hai, sang ché dé cap dén phuwong phap diéu ché axit salvianolic

T, phuong phap bao gbm cac budc sau:

(1a) Chiét xuat: chiét xuit duoc phém dan sam & dang tho hodc hdn hop cua dan
sdm va duoc pham & dang tho khac véi nude, co dac dich loc dé thu duogc san phim chiét
trong nudc, tiép d6 bd sung ruou dé két tha va thu 16p chit 1ong noi trén bé mit, co dic

16p chét 1ong ndi trén bé mat dé thu dugce san pham chiét trong ruou;

(1b) Phan tach: pha lodng san phim chiét trong ruou cta bude (1a) véi nude, rot
hén hop 1én nhwa hip thu c¢6 18 x6p 1on, rira nhua véi dung dich nude axit dé loai bo tap
chét va tiép d6 rira giai nhua bang etanol dé thu duoc san phim rira giai trong etanol, co

dac san phim rira giai trong etanol dé thu duoc chat chiét;
Hoic, thay thé cac bude (1a) va (1b) bang budc (1) sau:

(1) Téng hop: hoa tan axit salvianolic B trong nuéc, sau d6 gia nhiét dung dich thu

duoc;

(2) Tinh ché: didu chinh pH cta dich phan tng thu duge trong budce (1) dén pH
axit; hodc tinh ché dich chiét thu duoc trong budc (1b) bang HPLC diéu ché, vai cot silica
gel pha dao C18 lam cot sac ki, hdn hop axetonitril - nude - axit formic la chét rira giai,
thue hién rira giai dang dung moi hodc rira giai gradient, véi bude song phét hién 280 nm;
gidm sat qua trinh rira giai bang HPLC, thu san pham rira giai chua axit salvianolic T; co

dic dé thu duoc axit salvianolic T.

Hon nita, sang ché dé xuat phuong phap diéu ché chit déng phan bt ddi xung,

trong d6 phuong phap bao gdm cic bude sau:

(1a) Chiét xuat: chiét xuat dugc phdm dan sdm & dang thé hozc hdn hop ctia dan
sam va duoc phém & dang tho khac véi nude, co dac dich loc dé thu duoc san phém chiét
trong nudc, tiép d6 bd sung ruou dé két tua va thu 16p chét 1ong noi trén bé mat, co dic

16p chét long ndi trén bé mat dé thu duoc san phém chiét trong ruqu;

(1b) Phén tach: pha lodng san pham chiét trong ruou clia bude (1a) véi nude, rot

hén hop 1én nhua hip thu co 18 xdp 16n, rira nhwa v6i dung dich nude axit dé loai bo tap
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chat va tiép d6 rira giai nhua bang etanol dé thu dugc sén pham rira giai trong etanol, ¢o

dic san phdm rira giai trong etanol dé thu dugc chit chiét;
Hodc, thay thé cac budce (1a) va (1b) bang budce (1) sau:

(1) Tong hop: hoa tan axit salvianolic B trong nudc, gia nhiét cho dung dich thu

duoc;

(2) Tinh ché: diéu chinh pH cta dich phan tung thu duoc trong bude (1) dén pH
axit; hodc tinh ché dich chiét thu duoc trong budce (1b) bang HPLC diéu ché, véi cot silica
gel pha dao C18 lam cot sic ki, hdn hop axetonitril - nude - axit formic la chét ria giai,
thue hién rira giai ding dung moi hodc rira giai gradient, voi bude song phat hién 280 nm;
giam sat qua trinh rira giai bing HPLC, thu san phdm rira giai chira axit salvianolic T; 06

dic dé thu duoc axit salvianolic T.

(3) Didu ché chét ddng phan bit déi xtng: tach chat dong phan bat d6i xtngtir axit
salvianolic T thu duoc trong budc (2) bang sic ki 1ong diéu ché, vai cot sic ki 1a cot bat
ddi xtmg pha dao , chét rira giai 1a hdn hop axetonitril - nuée - axit formic, thyc hién rira
giai dang dung moi hodc rira giai gradient, voi bude song phat hién 280 nm; gidm séat qua
trinh rira giai bing HPLC, thu san pham rira giai chira axit (S) - salvianolic T va axit (R)
- salvianolic T riéng r&, dong kho dé thu dwoc san pham tinh khiét ctia axit (S) - salvianolic

T va axit (R) - salvianolic T.

Trong buéde (1a), duge pham dan sim & dang thd hodc hdn hop ctia dan sim va
duoc phém ¢ dang tho khéc la nhiing méu thude sic, vun nghién hoac bot, tdt nhat 1a
nhitng mau thudc sic; duge pham & dang tho khac & day c6 thé 12 duoc pham ¢ dang tho
cua Trung Qude von 1a noi duoc biét dén nhiéu trong linh vure dong y. dugc pham & dang
thd khéc thich hop nhét voi dan sam 13 tam thét (Radix Notoginseng) hodc hoang ky
(Radix Astragali) hodc ca hai.

Trong budc (1a), budc chiét xuit trong nude duoc thuc hién nhu sau: sdc duoc
phim ¢ dang tho v6i nude theo ti 1é khdi lwong nudc gip 4 - 8 1an khdi lwong duge pham
¢ dang tho trong 1,5 - 4 gio, tot nhét 1a trong 3 gio; loc; cd dac dich loc dé thu duoc dich
chiét v6i ti trong tuwong d6i 1a 1,10 - 1,30 (& 80°C), t6t nhit 1a 1,22 (& 80°C). Pé nang cao
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hiéu qua chiét xuat va tao mudi ctia cac hop chat axit phenolic, dung dich kiém dugce sir
dung trong budc chiét xuit trong nude, kiém noi trén it nhét 12 mot loai duge chon trong
nhom gbém: dung dich natri bicacbonat, dung dich natri cacbonat, dung dich kali hydro
cacbonat, dung dich kali cacbonat, dung dich natri hydroxit, dung dich kali hydroxit, tot
nhét 12 dung dich natri bicacbonat & néng d6 0,3% - 0,45% (w/v).

Trong budc (1a), bude két taa béng ruou dugc thuc hién nhu sau: bd sung etanol
95% (thé tich/thé tich) vao dich chiét trong nuée dé két taa cho dén khi ndng do etanol
dat 50% - 70% (thé tich/thé tich) (& 25°C), tot nhét 1a 60% (thé tich/thé tich), roi hdn hop
duge dé yén trong 8 - 36 gid, tot nhat 1a 24 gio; thu phin 16p chit 1ong ndi trén bé mat,
thu hdi etanol dudi ap suit thip, ¢ dic dé thu nhan dich chiét trong ruou véi ty trong
tuong déi 1,25 - 1,5 (& 60°C), tét nhét 1a dich chiét trong ruou ¢6 ty trong twong dbi 1,32
(6 60°C).

Trong budce (1b), nhua hép thu ¢6 10 Xép 16n 1a loai nhua hép thu ¢6 16 Xép 16n
khong phan cuc hodc phan cuc yéu, c6 thé 1a loai AB - 8, HPD450, D101, hodc X5, tot
nhét 14 loai AB - 8; ty 1& khdi luong ciia dugc phim & dang tho véi nhua hap thu c6 16
xép 16n trong budce (1) 1a 5:1 - 1:1, t&t nhat 1a 3:1; dung dich axit it nhét 1a mét loai duoc
Iva chon tir nhém gdém: dung dich axit clohydric, dung dich axit sunfuric, dung dich axit
nitric va dung dich axit axetic hoac td hop ctia ching, tdt nhat 1a dung dich axit clohydric;
pH cua dung dich duoc diéu chinh vao khoang 1,0 - 5,0, tot nhat 1a 3,0; rira bang dung
dich axit cho dén khi san pham rua giai 1a gan nhu khong mau. Sau do, st dung etanol
50% - 95% (thé tich/thé tich) dé rira cot 4 - 10 1an, t&t nhét 1a str dung etanol 95% (thé
tich/thé tich) dé rira 5 14n; san phdm rira giai dwoc c6 dac dé thu dugc san pham chiét

khong c6 mui ruou.

Trong budc (1), nguyén liéu ban dau cho phan tng 1a axit salvianolic B hodc mudi

cua no.

Trong budc (1), ty 1& khdi lvgng ctia axit salvianolic B va dung dich nudc 1a 1:0,1
- 1:100000, t&t nhét 1a 1:200; nhiét do phan ung la 10 - 150°C, tdt nhat 1a 90°C; thoi gian
phan tmg 14 10 phat dén 24 gio, t6t nhat 1a 1 gio.
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Trong budc (1), dung dich nude cd thé 1a dung dich nuédc axit, dung dich nudc
trung tinh hodc dung dich nudc kiém, tot nhit 1a dung dich nudc kiém, dung dich nudc
noi trén 1a dung dich nudce kiém, dung dich nudc kiém it nhét 1a mot loai duoc chon tir
nhom gdm: dung dich natri bicacbonat, dung dich natri cacbonat, dung dich kali hydro
cacbonat, dung dich kali cacbonat, dung dich natri hydroxit va dung dich kali hydroxit;

t&t nhat 1a dung dich natri bicacbonat v6i ndng do 0,05% - 0,45% (w/v).

Trong budce (2), bét ki dung dich axit clohydric, dung dich axit sunfuric, dung dich
axit nitric va dung dich axit axetic hoac td hop ctia chung déu c6 thé duogc st dung dé
didu chinh do pH ctia dung dich phan ing vé 1,0 - 6,0, tot nhét la s dung dung dich axit
clohydric dé didu chinh dung dich phan tng vé pH 3.0.

Trong budc (2), HPLC cé thé 1a HPLC truc ddng (dynamic axial HPLC), cu thé 1a
LC80 - 600 NOVASEP - Phép, tét nhat 1a goi sic ki 1a cot silica gel pha dao C18 (10pum,
duoc cung cap boi cong ty YMC), hoa tan dich chiét thu dugc trong budc 1(b) véi pha di
dong (axetonitril:nuéc:axit formic voi ti 18 thé tich 10:90:1 - 90:10:1), tot hon la
axetonitril:nuée:axit formic voi ti 1¢ thé tich 10:90:1 - 50:50:1, va tbt nhat la
axetonitril:nudc:axit formic véi ti 16 thé tich 15:85:1; dung mdi rira giai str dung ti 1€ cua
pha di dong ndi trén, phuong phap rira giai la rra giai dang dung moi hodc rira giai
gradient, t6t nhét 1a phuong phap rta giai dang dung mdi véi hdon hop dung moi
axetonitril:nugce:axit formic theo ti 1€ thé tich 15:85:1; tbc do dong 1a 300 ml/phut; bude
séng phat hién 1a 280 nm; gidm sat qud trinh rtra giai biang HPLC, thu phan doan trong

khoang thoi gian 21,2 - 24 phut, cd dac dé séy kho, thu nhan mau axit salvianolic T.

Trong budc 3, hé théng sac ki long diéu ché Waters Prep 400 da dugc sir dung dé
thuc hién phéan tach ddng phan bit ddi ximg, cot sic ki la cot pha dao CHIRALCEL® OD
- RH (250 % 20 mm, 5 pum), hoa tan mau axit salvianolic T thu dugc trong budce (2) voi
pha di dong (axetonitril: nudc: axit formic theo ty 1€ thé tich 14 10:90:1 - 90:10:1), tt nhét
14 axetonitril:nude:axit formic véi ti 1¢ thé tich 15:85:1; dung moi rira giai sir dung ti 1é
cia pha di dong noi trén, phuong phép rira gidi la rira giai dang dung moi hodc rira giai
gradient, tdt nhit 12 phuong phdp rira giai dang dung modi véi hdn hop dung moi
axetonitril:nudc:axit formic theo ti 1€ thé tich 15:85:1; tbc do dong la 25 ml/phut; budce

séng phat hién 1a 280 nm; giam sat qua trinh rira giai bang HPLC, thu phan doan axit (S)
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- salvianolic T véi tirng khoang thoi gian luu gitr riéng r& 23,59 - 25,3 phut, dong kho sau
khi c6 dic & nhiét do thap (10 - 40°C, tdt nhét 1a 30°C), thu nhan san pham axit (S) -

salvianolic T tinh khiét va axit (R) - salvianolic T tinh khiét .

Két qua kiém tra duoc luc hoc theo sang ché cho thdy, axit salvianolic T theo sang
ché ¢6 hoat tinh phong ngira ching ndi mau co tim cip tinh va thiéu mau cuc bo co tim
cép tinh, c6 kha nang khir va lam giam gbe tur do xuét sic, cling nhu ¢6 hoat tinh t6t trong

diéu tri bénh xo phoi.
Do do, sang ché dé cap dén nhitng van dé sau:

Chét chéng oxy hoéa, chét khir gbc tu do bao gdm axit salvianolic T, mudi duoc

dung cua no, ddong phén bat doi xirng ctia nd, solvat va este co thé thuy phéan cua nd.

Phuong phép diéu ché axit salvianolic T, mudi duge dung ciia n6, ddng phan bat

doi xtrng va solvat cua no.

Dugc pham chira axit salvianolic T, muoi duoc dung cua nd, dong phén bat doi
xtrng va solvat ciia n6 dugc su dung trong bao ché thudc dé diéu tri nh6i mau co tim cép

tinh va thi€éu mau cuc b co tim cap tinh.

Dugc pham chira axit salvianolic T, mudi duoc dung cuia nd, dong phén bat doi

xirng va solvat ctia n6 dugc str dung trong bao ché thudc diéu tri bénh xo phoi.

Dugc pham chira axit salvianolic T, muoi dugc dung ctia nd, dong phéan bat doi

xing va solvat ciia n6 duge st dung trong bao ché chat chong oxy hoa.

Duoc pham chira axit salvianolic T, muoi dugc dung cuia no, dong phan bét doi
xung va solvat ciia n6 dugc st dung trong di€u tri nhoi mdu co tim cép tinh, thi€u mau

cuc bd co tim cap tinh hodc bénh xo phéi.

Duogc pham chira axit salvianolic T, mudi duge dung cia no, dong phén bat doi

xung va solvat cia né dugc st dung dé l[am chdm qua trinh ldo suy.

Duoc pham chira axit salvianolic T, mudi dugc dung cua nd, dong phén bat doi

ximg va solvat ctia né duge md ta trong [1] duoc sir dung dé chéng oxy hoa.
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Vi du thuc hién sang ché

Cac giai phap k¥ thudt theo sang ché s& duoc boc 16 16 hon thong qua cac vi du
diéu ché va vi du thir nghiém sau ddy. Tuy nhién, can hiéu rang, pham vi bdo ho cla sang

ché khong chi gioi han ¢ cac vi du diéu ché va vi du thir nghiém nay.

Vi du diéu ché 1: Didu ché axit salvianolic T, axit (S) - salvianolic T, axit (R) -

salvianolic T

Cac mau thuoc sac dan sim duoc cho vao thiét bi sac thude Trung Quoc, nudc
chira 0,3% (w/v) natri bicacbonat dugc bo sung vao voi luong gap 6 lan dan sam, thudce
duoc sic trong 2 giv, roi duge loc, dich loc duge c6 dac dé thu dugc san pham chiét trong

nude voi ti trong tuong dbi 1a 1,22 (& 80°C).

Etanol 95% (thé tich/thé tich) duoc bd sung vao san pham chiét trén cho dén khi
ndng do etanol cudi cing 1a 60% (thé tich/thé tich) dé két tha, gilt tinh trong 24 gidy; 16p
chat 16ng noi trén bé mit duge thu va duogc ¢d dic dudi ap suét thap dé thu duoc san pham

chiét trong etanol véi ti trong twong d6i 14 1,37 (¢ 60°C).

San phdm chiét trong etanol duoc hoa tan trong nudc, tiép d6 duoc rot 1én cot nhua
hép thu c6 16 x6p 16n AB - 8, dung dich nudc axit v6i pH 3,0 dugc st dung dé rira cot
cho dén khi san phdm rtra giai gin nhu khong mau, tiép do, etanol 95% (thé tich/thé tich)
duoc st dung v6i thé tich gap 5 1an cot duge sir dung dé rira giai, san pham rira giai dugc

cd dic dé thu dugce san pham chiét khong c6 mui ruou.

San pham chiét vira thu dugc dugc hoa tan trong pha di dong (axetonitril:nudc:axit
formic véi ti 18 thé tich 15:85:1), HPLC truc dong LC80 - 600 NOVASEP - Phéap duoc
stt dung dé tinh ché, goi séc ki 1a cot silica gel pha dao C18 (10um, duge cung cap boi
cong ty YMC), axetonitril:nude:axit formic voi ti 1€ thé tich 15:85:1 duoc sir dung dé rira
giai ding dung moi; toc do dong 1a 300 ml/phut; budce song phat hién 1a 280 nm. Giam
sat qua trinh rira giai bang HPLC, thu phin doan trong khoéng thoi gian 21,2 - 24 phut,

cd dic dé sdy kho bang thiét bi quay hit chan khong, thu nhén mau axit salvianolic T.

MaAu axit salvianolic T trén duoc hoa tan voi pha di ddng (axetonitril:nude:axit

formic véi ti 1& thé tich 17:83:1), séc ki léng didu ché dugc st dung dé phan tach dong
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phan bit dbi xtmg, cot sic ki 1a cot pha dao CHIRALCEL® OD - RH (250 x 20 mm, 5
um), axetonitril:nudce:axit formic véi ti 1€ 17:83:1 duge st dung dé rira giai dang dung
moi; toe dd dong 1a 25 ml/phut; budc séng phat hién 1a 280 nm. Giam sat qua trinh rira
giai bang HPLC, thu phan doan axit (S) - salvianolic T trong khoang thoi gian 19,5 - 21,1
phut, thu phan doan axit (R) - salvianolic T trong khoang thoi gian 23,9 - 25,3 phut, ¢d
dac san pham rira giai bang thiét bi quay hut chan khong & 30°C, tiép do dong kho dé thu

nhan san pham axit (S) - salvianolic T tinh khiét va axit (R) - salvianolic T tinh khiét.

Dinh ion ban phén tir cta axit (S) - salvianolic T duge cung cép béi khbi phd do
phan giai cao la m/z = 537,1035; dinh ion ban phan tir cua axit (R) - salvianolic T la [M -
H] - m/z=537,1034.

Thuoc tinh dir liéu phé cOng hudng tu hat nhan cua axit (S) - salvianolic T va axit

(R) - salvianolic T duogc trinh bay trén bang sau:

Bang 1: Dit liéu phd cdng hudng tir hat nhan cua axit (R) - salvianolic T (DMSO,
JHz)

SH S Sc lé{O'SlYH HMBC

1 - 123,7 H-5H-8

2 - 126.,4 H-6,H-7,H-7"
3 - 142,9 H-5

4 - 147,7 H-5H-6

5 6,85 (1H, d, 8,5 Hz) 115,0 H-6

6 7,31 (1H, d, 8,5 Hz) 118,4 H-5 H-7

7 7,41 (1H, d, 15,5 Hz) 143,7 H-8 H-6

8 6,27 (1H, d, 15,5 Hz) 113,9 H-7 H-7

9 - 166,0 H-7,H-8 H-8
" ) 127.1 H-2', H57H 8, H
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S6 St Sc lgo' Slg HMBC

2! 6,62 (1H, s) 116,5 H-6' H-6

3 - 143,9 H-2,H-5

4' - 144.8 H-2,H-5,H-6
5 6,63 (1H, d, 8,0 Hz) 115,5 H-6 H-6

6 6,47 (1H, d, 8,0 Hz) 120,0 | H-2,5' H-2,H-5

2| 2.89 (2Hi>c;d§,z )14,0, 8.0, | 36,0 H. g H-2',H ) 58 H-6,H
8 | 4,93 (1H, dd, 8,0,4,5Hz) | 72,8 H-7 H-7

9 - 170,6 H-7,H-8

1" - 126,0 H-2"

2" 6,44 (1H, d, 2,0 Hz) 117,3 H-6" H-6".H-7"

3" - 144.8 H-2"H-5"

4" - 147,2 H-2"H-5"H-6"
5" 6,55 (1H, d, 8,5 Hz) 1153 H-6"

6" | 6,43 (1H, dd, 8,5,2,0 Hz) | 122,9 | H-2" 5" H-2"H-7"

7" 7,69 (1H, s) 141,1 H-6"

8" - 123,4 H-7"

9" - 168,4 H-7"

Bang 2: Dit liéu phd cong hudng tir hat nhan cta axit (S) - salvianolic T (DMSO,
JHz)

S6 5 )
0 H dc COSY HMBC

1 - 123,8 H-5H-8
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Sb St 8¢ léIO' Slg HMBC

2 - 126,3 H-6,H-7,H-7"

3 - 142.9 H-5

4 - 147,7 H-5H-6

5 6,85 (1H, d, 8,5 Hz) 115,0 H-6

6 7,29 (1H, d, 8,5 Hz) 118.4 H-5 H-7

7 741 (1H, d, 15,5 Hz) 143,7 H-38 H-6

8 6,27 (1H, d, 15,5 Hz) 114.,0 H-7 H-7

9 - 165,9 H-7,H-8 H-8
H-2,H-5,H-8,

' - 1272 g

2! 6,62 (1H, s) 116,5 H-6 H-6,H-7

3 - 143,9 H-2,H-5,H-6

4 - 144,9 H-2,H-5

5 6,63 (1H, d, 8,0 Hz) 115,5 H-6

6 6,45 (1H, d, 8,0 Hz) 120,1 | H-2,5 H-2,H-5 H-7

S| 287, dd;il,z )14,0, 8.0.40 | | 6.1 0. H-2, I; 58 H-6,

8 | 492(1H,dd, 8,0,40Hz) | 72,9 H-7 H-7'

9 - 170,6 H-7.H-8

1" - 126,0 H-5"

2" 6,43 (1H, d, 2,0 Hz) 117,3 H-6" H-6",H-7"

3" - 144.8 H-2",H-5"

4" - 147.2 H-2"H-5",H-6"
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: 'H-'H
86 Sn dc COSY HMBC
5" 6,55 (1H, d, 9,0 Hz) 1153 H-6"
6" | 6,43 (1H,dd, 8,5,20Hz) | 1229 | H-2",35" H-2"H-7"
7" 7,69 (1H, s) 141,1 H-2"H-6"
8" - 123,3
9" - 168,4 H-7"

Vi du diéu ché 2: Didu ché axit salvianolic T, axit (S) - salvianolic T, axit (R) -

salvianolic T

Cac mau thude sic dan sim va tam that duoc cho vao thiét bi sic thube Trung
Qubc, nude chtra 0,45% (w/v) natri bicacbonat dugce thém vao véi khéi luong gép 4 lan
tdng khdi lugng cac méu thudc sic dan sdm va tam that, hdn hop duoc sic trong 2 gio,
roi duoc loc, dich loc duge cd dic dé thu duoc san phém chiét trong nudc voi ti trong

turong d6i 1,25 (& 80°C).

Dung dich etanol 95% (thé tich/thé tich) duoc bd sung vao san pham chiét trong
nude noi trén cho dén khi nong do etanol cudi cung dat 65% (thé tich/thé tich) dé thuc
hién két tua, gitt hon hop trong 12 gid; 16p chét 1ong ndi trén bé mat duge thu rdi duoc ¢d
dic dudi diu kién ap suat thip dé nhan duoc san pham chiét trong etanol véi ti trong

turong d6i 1,28 (& 60°C).

San pham chiét trong etanol tiép d6 dwoc hoa tan voi nude, roi duge rot 1én cot
nhua hip thu ¢6 15 xdp 16n AB - 8, dung dich nudc axit véi pH 2.5 duoc sir dung dé rira
ot cho dén khi san phdm rira giai gan nhu khong mau, tiép d6 dung dich etanol 95% (thé
tich/thé tich) duoc st dung v6i thé tich gip 4 1an thé tich cot duge st dung dé rira giai,

san pham rwra giai dugc cd dac dé thu dugce san pham chiét khong ¢6 mui ruou.

San phém chiét vira thu dugce duge hoa tan véi pha di dong (axetonitril:nude:axit
formic voi ti 18 thé tich 15:85:1), HPLC truc dong (dynamic axial HPLC) LC80 - 600
NOVASEP - Phap dugc sir dung dé tinh ché, goi sic ki 1a cot silica gel pha dao C18
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(10um, dugc cung cap bdi cong ty YMC), cac diéu kién sau day duoc sir dung dé rira giai
gradient tuyén tinh: axetonitril:nuéc:axit formic véi ti 1€ thé tich thay dbi tir 15:85:1 dén
20:80:1 tir 0 - 60 phut; téc do dong 1a 300 ml/phut; bude song phat hién 1a 280 nm. Giam
sat qua trinh rira giai bang HPLC, thu phan doan trong khoang thoi gian 29,5 - 32,1 phit,

c6 dic dé sdy kho bang thiét bi quay hit chan khong, thu nhan mau axit salvianolic T.

Mau axit salvianolic T dugc hoa tan véi pha di dong (axetonitril:nude:axit formic
v6i ti 18 thé tich 17:83:1), hé théng sic ki 10ng diéu ché Waters Prep 400 da duoc st dung
d8 thuc hién phén tach ddng phéan bat ddi xtmg, cdt sic ki 1a cot pha dao CHIRALCEL®
OD - RH (250 x 20 mm, 5 pm), cac didu kién sau day duogc st dung dé rira giai gradient
tuyén tinh: axetonitril:nuéc:axit formic theo ty 18 thé tich thay ddi tuyén tinh tir 17:83:1
dén 22:78:1 tr 0 - 45; tde dd dong 1a 20 ml/phut; budc séng phat hién 1a 280 nm. Giam
sat qué trinh rira giai bang HPLC, thu phan doan axit (S) - salvianolic T trong khoang thoi
gian 25,2 - 27,1 phat, thu phan doan axit (R) - salvianolic T trong khoang thoi gian 32,4
- 34,2 phit, dong kho dé thu nhan san pham axit (S) - salvianolic T tinh khiét va axit (R)

- salvianolic T tinh khiét.

Dinh ion ban phén tlr cia axit (S) - salvianolic T dugc cung cép boi khdi pho do
phén giai cao 1a m/z = 537,1035; dinh ion ban phan tir cta axit (R) - salvianolic T la [M -
H] - m/z = 537,1034.

Thudc tinh cua dir liéu phd cong hudng tir hat nhan cia axit (S) - salvianolic T va

axit (R) - salvianolic T dugc trinh bay trén bang sau:

Bang 3: Dif lidu pho cong hudng tir hat nhan cta axit (S) - salvianolic T (DMSO,

JHz)
; 'H-'H
SO )
0 H oc COSY HMBC
1 - 123.,8 H-5H-8
2 - 126,3 H-6,H-7,H-7"
3 - 142,9 H-5
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, 'H-'H
Sb Sn 3¢ COSY HMBC
4 - 147,7 H-5H-6
5 6,85 (1H, d, 8,5) 115,0 H-6
6 7,29 (1H, d, 8,5) 118,4 H-5 H-7
7 7,41 (1H, d, 15,5) 143,7 H-8 H-6
8 6,27 (1H, d, 15,5) 114,0 H-7 H-7
9 - 165,9 H-7,H-8H-8
H-2,H-5,H-8
I - 127,2 R %
2 6,62 (1H, s) 116,5 H-6 H-6,H-7
3 - 143,9 H-2,H-5,H-6
4 - 144.,9 H-2,H-5
5' 6,63 (1H, d, 8,0) 115,5 H-6'
6 6,45 (1H, d, 8,0) 120,1 | H-2.5 H-2,H-5,H-7
7' 12,87 (2H, ddd, 14,0, 8,0, 4,0) | 36,1 H- 8 H-2 isg H-¢,
g 4,92 (1H, dd, 8,0, 4,0) 72,9 H-7 H-7
9" - 170,6 H-7,H-8
1" - 126,0 H-5"
2" 6,43 (1H, d, 2,0) 117,3 H-6" H-6"H-7"
3" - 144,8 H-2",H-35"
4" - 147,2 H-2"H-5H-6"
5" 6,55 (1H, d, 9,0) 115,3 H-6"
6" 6,43 (1H, dd, 8,5, 2,0) 122,9 | H-2"5" H-2"H-7"
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) H-'H

S0 oH doc (I;{OSY HMBC

7" 7,69 (1H, s) 141,1 H-2"H-6"
" - 123,3

9" - 168,4 H-7"

Bang 4: D liéu phd cong hudng tir hat nhan ciia axit (R) - salvianolic T (DMSO,

JHz)

S6 3H 8¢ | 'H-'HCOSY HMBC

1 - 123,7 H-5H-8

2 - 126,4 H-6,H-7,H-7"

3 - 142,9 H-5

4 - 147,7 H-5H-6

5 6,85 (1H, d, 8,5) 115,0 H-6

6 7,31 (1H, d, 8.5) 118,4 H-5 H-7

7 7,41 (1H, d, 15,5) 143,7 H-8 H-6

8 6,27 (1H, d, 15,5) 113,9 H-7 H-7

9 - 166,0 H-7,H-8 H-§
H-2,H-5,H-¢

I - 127.1 o ’

2! 6,62 (1H, s) 116,5 H-6 H-6

3! - 143,9 H-2,H-5

4! - 144.8 H-2,H-5,H-6

5 6,63 (1H, d, 8.0) 115,5 H-6 H-6

6' 6,47 (1H, d, 8,0) 120,0 H-2,5 H-2,H-5
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S6 SH 8¢ | 'H-'HCOSY HMBC

7' | 2,89 (2H, ddd, 14,0, 8,0, 4,5) | 36,0 H- g H-2, 1:158 H-6,
8! 4,93 (1H, dd, 8,0, 4,5) 72,8 H-7' H-7

9 - 170,6 H-7,H-¢8

1" - 126,0 H-2"

2" 6,44 (1H, d, 2,0) 117,3 H-6" H-6"H-7"

3" - 144.8 H-2"H-5"

4" - 1472 H-2",H-5".H-6"
5" 6,55 (1H, d, 8,5) 115,3 H-6"

6" 6,43 (1H, dd, 8,5, 2,0) 1229 | H-2",5" H-2"H-7"

7" 7,69 (1H, s) 141,1 H-6"

8" - 123.4 H-7"

9" - 168.,4 H-7"

Salvianolic T

Vi du diéu ché 3: Piéu ché axit alvianolic T, axit (S) - Salvianolic T, axit (R) -

Axit salvianolic B duoc 14y ra va dugc hoa tan trong nude chtra 0,3% (w/v) natri

bicacbonat véi lugng nude gap 200 1an khéi luong axit salvianolic B, r6t hon hop vao

binh day tron, khudy hoan luu trong 1 gid & 90°C.

Sau phan tng, dung dich axit clohydric 0,1 mol/l dugc st dung dé diéu chinh pH

vé 3,0, tiép do duoc hoa tan vai pha di dong (axetonitril:nudc:axit formic voi ti 1€ thé tich

15:85:1), HPLC truc dong LC80 - 600 NOVASEP - Phap duoc sir dung dé Tinh ché, géi

sic ki 1a cot silica gel pha dao C18 (10um, dugc cung cép boi cong ty YMC),

axetonitril:nuge:axit formic v6i ti 16 15:85:1 duogc sir dung dé rira giai ding dung moi;

axetonitril:nude:axit formic véi ti 16 thé tich thay doi tir 15:85:1 dén 20:80:1 tir 0 - 60

phit; toc do dong 1a 300 ml/phut; bude séng phat hién 1a 280 nm. Gidm sat qua trinh rira
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giai bang HPLC, thu phan doan trong khoang thoi gian 21,2 - 24,0 phit, co dic dé siy

kho bang thiét bi quay hut chan khong, thu nhan mau axit salvianolic T.

Mau axit salvianolic T duoc hoa tan v6i pha di dong (axetonitril:nuéce:axit formic
vé6i ti 16 thé tich 17:83:1), hé théng sic ki 16ng diéu ché Waters Prep 400 da duoc st dung
dé thuc hién phan tach ddng phan bat dbi xting, cot sac ki 1a cot pha ddo CHIRALCEL®
OD - RH (250 x 20 mm, 5 pm), axetonitril:nudc:axit formic theo ty 1€ thé tich 17:83:1
duoc st dung dé rira giai ddng dung moi; tbc dd dong 1a 25 ml/phut; budc séng phat hién
12 280 nm. Giam st qua trinh rira giai bing HPLC, thu phan doan axit (S) - salvianolic T
trong khoang thoi gian 19,5 - 21,1 phut, thu phan doan axit (R) - salvianolic T trong
khoang thoi gian 23,9 - 25,3 phut, tiép do déng kho dé thu nhan san phim axit (S) -

salvianolic T tinh khiét va axit (R) - salvianolic T tinh khiét.

Thir nghiémVi du diéu ché 4: Diéu ché axit alvianolic T, axit (S) - Salvianolic T,

axit (R) - Salvianolic T

Mudi magie cua axit salvianolic B duge iy ra va dugc hoa tan trong nuéce chira
0,05% (w/v) natri bicacbonat vi lwong nudce gp 300 lan khéi luong mudi magie cua axit

salvianolic B, rét hdn hop vao binh day tron, khudy hoan luu trong 2 gitr & 90°C.

Sau phan tng, dung dich axit clohydric 0,1 mol/l dugc st dung dé diéu chinh pH
vé 3,0, tiép d6 duoc hoa tan voi pha di dong (axetonitril:nude:axit formic véi ti 18 thé tich
15:85:1), HPLC truc dong LC80 - 600 NOVASEP - Phap duoc sir dung dé tinh ché, g6i
sdc ki 1a cot silica gel pha dao C18 (10pum, duoce cung cap béi cong ty YMC), cac diéu
kién sau ddy duoc sir dung dé rira giai gradient: axetonitril:nudc:axit formic véi ti 1& thé
tich thay ddi tir 15:85:1 dén 20:80:1 tir 0 - 60 phut; téc dd dong 1a 250 ml/phut; bude song
phat hién 1a 280 nm. Gidm sat qud trinh rira giai bang HPLC, thu phan doan trong khoang
thoi gian 21,2 - 24,0 phut, ¢b dac dé siy kho bang thiét bi quay hut chan khong, thu nhan

mau axit salvianolic T.

Mau axit salvianolic T dugc hoa tan véi pha di dong (axetonitril:nude:axit formic
v6i ti 16 thé tich 17:83:1), hé thong sic ki 1ong diéu ché Waters Prep 400 da duogc st dung
dé thuc hién phan tach dong phén bat ddi ximg, cot sic ki la cot pha dio CHIRALCEL®
OD - RH (250 x 20 mm, 5 pm), cac didu kién sau day duoc sir dung dé ria giai gradient
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tuyén tinh: axetonitril:nu¢c:axit formic theo ty 1& thé tich thay ddi tir 17:83:1 dén 22:78:1
tir 0 - 45 phut; toc do dong 1a 20 ml/phut; budce séng phat hién 1a 280 nm. Gidm sat qua
trinh rtra giai bang HPLC, thu phin doan axit (S) - salvianolic T trong khoang thoi gian
25,2 - 27,1 phut, thu phan doan axit (R) - salvianolic T trong khodng thoi gian 32,4 - 34,2
phit, ¢6 dic san phim rira giai bing thiét bi quay hut chan khong, tiép d6 dong kho dé

thu nhan san phim axit (S) - salvianolic T tinh khiét va axit (R) - salvianolic T tinh khiét.

Vi du bao ché 1: Bao ché vién nén axit salvianolic T, axit (S) - salvianolic T, axit

(R) - salvianolic T

Cong thuc bao ché:

Axit salvianolic T, axit (S) - salvianolic T, axit (R) - 100 g
salvianolic T

Xenluloza vi tinh thé (avicel) 50g

Lactoza 30¢g

Tinh bot 35¢g

Natri cacboxymetyl tinh bot (CMS) 10 g

Etanol khan PVP (Polyvinylpyrrolidon) 5% (w/v) Luong phu hop
Magie stearat ' S5¢g

Cong thirc trén duoc bao ché thanh 1000 vién nén
Quy trinh san Xuat:
1. Tao hat

Axit salvianolic T, (S) - salvianolic T, axit (R) - salvianolic T va t4 dugc khac dugc
liét ké trong cong thirc dugc sang qua ray c¢d 100 mesh (0,149 mm). Theo lidu luong cia
cong thire, axit salvianolic T, avicel, tinh bot va natri cacboxymetyl tinh bot da dugc pha
tron theo phuong phép tang dan duong lugng, mot lugng thich hop etanol khan PVP 5%

(w/v) da dugc str dung dé tao thanh vat liéu mém, hat duoc sang qua ray c& 14 mesh
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(1,410 mm) va duoc sdy kho ¢ 50 - 60°C trong 1 gio. Magie stearat theo lidu luong cua

cdng thirc da duoc thém vao dé sang hat qua ray c& 14 mesh.
2. Nén vién
Hat nhé thu duoc dugc nén béng may €p dé tao thanh vién nén.

Vi du bao ché 2: Bao ché vién nang axit salvianolic T, axit (S) - salvianolic T, axit

(R) - salvianolic T

Cong thirc bao ché:

Axit salvianolic T, axit (S) - salvianolic T, axit (R) - salvianolic | 100 g

T

Tinh bot 200 g

Natri cacboxymetyl tinh bot (CMS) 15¢

Etanol khan PVP (Polyvinylpyrrolidon) 5% (w/v) Lugng phu hop
Magie stearat 5¢g

Céng thire trén duge bao ché thanh 1000 vién nang.
Quy trinh san xuit:
1. Tao hat

Axit salvianolic T, (S) - salvianolic T, axit (R) - salvianolic T va td dugc khac dugc
liét ké trong cdng thirc dugc sang qua rdy c¢& 100 mesh (0,149 mm). Theo liéu luong cia
cong thire, axit salvianolic T, tinh bt va natri cacboxymetyl tinh bot da dugc pha tron
theo phuong phap tang dan duong lugng, mot lwong thich hop etanol khan PVP 5% (w/v)
da duoc st dung dé tao thanh vat liéu mém, hat dugc sang qua rdy c& 14 mesh (1,410
mm) va duge sdy kho & 50 - 60°C trong 1 gid. Magie stearat theo liéu luong cua cong

thirc da dugc thém vao dé sang hat qua rdy c& 14 mesh.

2. bong gobi
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Hat nho thu dugc duogc nap vao vién nang.

Vi du bao ché 3: Bao ché thude tiém axit salvianolic T, axit (S) - salvianolic T, axit

(R) - salvianolic T

Cong thire bao ché:

Axit salvianolic T, axit (S) - salvianolic T, axit (R) - salvianolic | 100 g
T

Mannitol 100 g

Nudc tiém [én dén 2500 ml

Cong thuc trén dugc bao ché thanh 1000 don vi tiém.
Quy trinh san xut:

Axit salvianolic T, (S) - salvianolic T, axit (R) - salvianolic T dugc liy theo liéu
luong cta cong thirc, dugc hoa tan véi 1000 ml nude ti€ém va dugce khudy dong nhat;
mannitol dugc ldy theo lidu lugng clia cong thirc, duge hoa tan v6i 500 ml nudc tiém va
duoe bd sung vao dung dich noi trén, hdn hop duge khudy ddng nhit va dugc bo sung
vao 0,5 g cacbon hoat tinh va tiép tuc duoc khudy & nhiét do khong dbi trong 30 phut roi
duoc loc, pH cda dich loc duge diéu chinh vé 4,5 - 5,0, duoc pha lodng v4i nudc ti€ém dén
2500 ml, san phém duoc loc vo trung roi duoc nap riéng biét vao cac don vi tiém dé thu

dugc san pham.

Vi du bao ché 4: Bao ché bot dong kho axit salvianolic T, axit (S) - salvianolic T,

axit (R) - salvianolic T

Cong thirc bao ché:

Axit salvianolic T, axit (S) - salvianolic T, axit (R) - salvianolic | 100 g
T

Mannitol 100 g

Nudce tiém 2000 ml
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Cong thire trén duge bao ché thanh 1000 don vi san pham
Quy trinh san xuat:
Quy trinh san xuat:

Axit salvianolic T, (S) - salvianolic T, axit (R) - salvianolic T va mannitol duogc
can theo liéu luong cua cong thuc, roi duoc hoa tan véi 1500 ml nude tiém va dugc khudy,
0,5 g cacbon hoat tinh dugc thém vao roi hdn hop dugc khudy trong 20 phut dé khir mau,
dung dich duoc loc qua mang loc ¢ micromet (microvoid) (0,45 pm) dé loai bo cacbon
va pha loang v6&i nuéce tiém dén 2000 ml. Dung dich cudi cung duoc loc vo trung, dugc

dong goi riéng va dong kho dé thu duoc san pham.

Vi du nghién clru vé duoc luc hocl: Hiéu qua cua axit (S) - Salvianolic T dbi véi

viéc phong bénh nhdi méau co tim cép tinh do thit dong mach vanh
Nguyén liéu
1. Nguyén liéu va hoa chit

Axit salvianolic T, 16 sé: 120301, dugc cung cip boi Tasly Holding Group
Academy,

Vién nén bao 16i aspirin: quy cach 100 mg/vién, cong ty TNHH vy té Bayer, 16 s6:
BJ07160.

Dung dich nuéc mudi tiém 0,9% (w/v), Tap doan duge phim Nanjing Xiaoying,

16 s: 2012051205.
Cloral hydrat: AR, c6ng ty TNHH hoa chit Sinopharm, 16 s6: 20100111.
Red tetrazoline(TTC), cong ty TNHH hoat chit Sinopharm, 16 s&: F20040308.

B0 thtr nghiém Creatin kinaza (CK), 10 s6: 20120917; bo thir nghiém axit lactic
(LD), 16 s6: 20120919; b6 thir nghiém malondialdehyt (MDA), 16 s&: 20120919; b thir

nghi€ém superoxit dismutaza (SOD), 16 s6: 20120918; bd thu nghiém creatin kinaza
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isoenzym (CK - MB), 16 sb: 20120922; B thit nghiém ATP enzym, 16 s6: 20120921, Tt

ca dugc cung cip bai Vién K§ thuat Sinh hoc Nanjing Jiancheng.
2. Thiét bi chinh
May thé HX - 300: cong ty TNHH khoa hoc va cong nghé Chengdu Taimeng.

May dién tim ECG - 6511: cong ty TNHH thiét bi dién tir y té quang dién Thuong
Hai.

Bé nude nhiét tinh man hinh k§ thuat sé HH - 2: cong ty TNHH dién gia dung

Guohua.

Can dién tir kiéu BS 24s: cong ty TNHH k¥ nghé hé théng thiét bi Startorius Béc
Kinh.

Can dién tir kiéu BS 110s: thiét bi Startorius Bic Kinh.
3. BOng vat thr nghiém:

Chudt cong tring (SD: Sprague Dawley) duc, khdi luong co thé 210 - 230 g, duoc
cung cap bdi cong ty TNHH cong nghé dong vat phong thi nghiém Vital River Bic Kinh,
v6i chimg chi s6 SCXK (Su) 2009 - 0001.

Phuong phap thir nghiém va két qua
1. Thiét ké lidu luong st dung

Liéu luong cia bot dong kho axit (S) - salvianolic T 1a 20 mg/kg thé trong, 10
mg/kg thé trong. Aspirin: 30 mg/kg thé trong.

2. Phuong phép thtr nghiém

Chudt cbng trang duc sach duoc ldy ra va duge xép nhom ngdu nhién theo thé
trong, bao gdbm nhom dung thude gia (nuée cit), nhom mau (nude cét), nhom dung
aspirin, nhom dung axit (S) - salvianolic T liéu thdp, nhom dung axit (S) - salvianolic T
lidu cao, va mdi nhom gém 10 chuot. Mdi nhom chudt duoc cho sur dung qua duong da

day hang ngay, lién tuc trong 10 ngay. Liéu lugng sir dung 1a 1 ml/100 g thé trong. Sau
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khi str dung thude 1 gio, chudt duoc tiém cloral hydrat lidu lwong 300 mg/kg thé trong
béng cach tiém trong mang bung, dugc gay me, duoc ¢ dinh, duoc khur trung tai cac vi
tri phau thuat bang iot va rugu, tiép d6 mo ngue & vi tri xwong suon tht ba va thit tw, ho
hép nhan tao, dé 16 tim, that nhanh trude trai ctia dong mach vanh béng cach khau khong
gdy chan thuong y té 5/0, dong khoang nguc nhanh chéng va khur trung thong thudng,
thoi gian toan bd qua trinh phiu thuat khong qua 30 gidy, ho hép nhén tao tiép tuc duge
duy tri trong 1 - 2 phut sau khi phau thuat, penixilin dugc tiém trong mang bung (i. m.)
véi lidu lwong 200.000 don vi phong ngira nhiém tring. Ghi dién tam d6 (ECG) chuan II
¢ 5 phut trudce phéu thuét, 0 gidy, 1 phut, 5 phut, 15 phut, 1 gio, 4 gio sau khi that, dé

nghién ctru cac thay dbi cia diém J cua ECG.

L4y tim ra ngay sau khi két thuc thir nghiém, rira sach mau bing nudc mudi sinh
li thong thuong, cat dut tim nhi va day cta cdc mach mau, can khéi luong cua tam thét,
cat tam that thanh 5 phan doc theo ranh nhi that va tha cac phan vao dung dich triphenyl
tetrazolium clorua (TTC) 1% (w/v), nhudm trong bé nude & nhiét do khong ddi 37°C
trong 5 phut, chup anh ky thuat s6 ngay sau khi 1dy chung ra khoi bé nhudm, rdi tach cac
phin khéng bit mau (tirc 1a cac phin nhdi mau) va can dé tinh toan phan tram bi nhoi
mau so v6i khdi luong tdng s ctia tm that (phan trim nhdi mau co tim), va xtr li t - test
(xr li théng k&) v&i nhém mau thiéu mau cuc bd. Cong thie tinh todn phén tram bi nhoi

mau nhu sau:

Phan tram nh6i mau (%) = (khdi luong khu vuc nhat mauw/khoi lugng tam thét) X

100%

Sau khi mau duoc ly tdm & 2000 vong/phut trong 25 phut, huyét thanh duoc tach
ra, xac dinh thanh ph::in va hoat tinh ctua creatin kinaza (CK) huyét thanh, lactat
dehydrogenaza (LD), creatin kinaza isoenzym (CK - MB), malonaldehit (MDA),
superoxit dismutaza (SOD), ATPaza. Két qua dugc trinh bay trén bang 5, 6, 7 va Fig.11.
(Trong ban gbc khong tim thiy bang 6, can kiém tra lai va diéu chinh. Néu khong c6 bang

6 thi cac bang 7 trd vé sau va trich dan lién quan can ddy 1én mot thu tu)

Nhu duogce trinh bay trén bang 5, diém J ctia ECG ctia timg nhom chudt sau khi
phau thuat thit dong mach vanh cao hon rd rang so véi truée khi phau thuat (P < 0,01),

diéu do cho théy su thanh cong cua viéc khau that mach vanh. So voi nhém mau, 5 phut
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sau khi phau thuét, nhom dung axit (S) - salvianolic T lidu cao uc ché dang ké su gia ting
diém J (P < 0,05); 15 phut sau khi phau thuat, nhém dung axit (S) - salvianolic T lidu cao
trc ché dang ké su gia ting didm J (P < 0,05); 1 gid va 4 gio sau khi phau thuat, c nhém
dung aspirin va nhoém dung axit (S) - salvianolic T lidu cao co thé e ché su gia tang diém

T (P <0,05).

Nhu duge trinh bay trén bang 6, ty 1é nhdi mau co tim cia nhom mau va ting
nhom dung thude ro rang déu cao hon so v6i nhom dung thude gia (P < 0,01), diéu d6
cho thay su thanh cong ctia viéc khau that mach vanh. So v6i nhém mau, ca nhom dung
aspirin va nhom dung axit (S) - salvianolic T lidu cao déu c6 thé lam giam dang ké ti 18

nhdi mau co tim (P < 0,05).

Bang 5: Hi€u qua cua axit (S) - salvianolic T ddi v6i su thay ddi diém J (mv) ctia

chudt bi nhdi méau co tim gdy ra béi thit dong mach vanh (X +s , n=10)

Liéu .
dung Trl-l'('yc Sau khi str dung
Nhom khi st
(me/ke) | M€ |1 gio 5 i 15 giv 1 gio 4 ity
. - 0,179 |0,205 0,207 0,205 0,198
Nhém mau 0,010 4 ## . 4 w
40,003 | £0.042% | 20,014 +0,045 +0,033 +0,009
Nhom ding | 0 opp | 0172 | 0,184 0,166 0,169 0,172
aspirin +0,057# | £0,024% | 20,025 | 20,0364 | £0,021% 4
+0,005 ’ ’ ’
Nhoém dung }
axit (§) - S o011 | 0176 0,204 0,185 0,206 0,194
salvianolic +0,050% | £0,010% | £0,096" | £0,036% | £0,042%
T lidu thép +0,003
Nhém dung 3
axit (9 -| 4 0014 0,169 |0,146 0,160 0,170 0,153
salvianolic :i:05033## 10’03 1##A 10,027##A 10,014##A i0,028## A
T liéu cao +0,005
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#P<0,05, # P<0,01, tién hanh trudc - sau khi tu kidm soat tai timg thoi diém trudc

va sau khi khau thit mach vanh; 4P<0,05, 44P<0,01, so véi nhém mau.

Bang 6: Hiéu qua cua axit (S)-salvianolic T Ién chudt bi nh6i mau co tim giy ra

boi thit dong mach vanh (X +s, n=10)

Ti 1& bi nhoi mau co tim

Nhém Liéu dung (mg/kg)
¢ (%)
Nhom dung thudc gia 0
Nhom méu dbi chimg 35,6+6,21%
Nhém dung Aspirin 30 24,448 574
Nhom dung axit (S)-salvianolic T
L 5 33,1+7,4%

liu thap
Nhom dung axit (S)-salvianolic

10 25,447 4% A

liéu cao

# P<0,05, " P<0,01, so sanh v6i nhom dung thude gia AP<0.05, duge so sanh v6i

nhém mau.

Béang 7: Hiéu qua cta axit (S) - salvianolic T doi véi cdc chi s6 mau cta chudt bi

nhdi méau co tim gy ra boi thit dong mach vanh

# P<0,05, # P<0,01, so v6i nhom ding thubc gia; 4P<0,05, 44P<0,01, so véi

nhém mau.

Liéu Na* - K* -
ding MDA LD SOD CK CK - MB ATPaza
Nhom
(nmol (umolPi/107
(mg/kg) I (mmol/l) | (U/ml) (U/ml) (un RBC/gid)
Nhém ding 485 |1,6 2394 10,82 7452 0,006
thude gia +£1,14 |£0,19  |+20,7 +0,19 +121,4 +0,001
N 9,71 2,07 188.3 1,74 1176,4 0,003
Nhom mau
+£2.39% |10, 31" |£28,5" |+0,44* |+£197.8% |+0,001%
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Nhém dung 30 6,84 1,75 221,1 1,01 841,9 0,005
aspirin 10,074 |£0,174 |£24.74  |20,1644 |+20,344 |+0,0014
Nhom dung

axit (S) - 5 7,46 1,67 220,3 1,18 970.9 0,004
salvianolic T +1,074 |£0,234 |£32,6  |£0,294 [£225,1  |+0,0014
lieu thap

Nhom dung

axit (S) - 0 6,72 1,65 241,7 0,88 846,7 0,005
Sqlvianolic T :|:1’54A :|:0324A :5:19,8AA ﬂ:O,ZZAA i144,2AA :i:O)OO6A
liéu cao

Nhu duoc minh hoa trén bang 7, mitc MDA, LD, CK, CK - MB huyét thanh cua
nhém mau rd rang cao hon nhom dung thudc gia (P < 0,01), trong khi mic SOD, Na* -
K* - ATPaza 16 rang thép hon so véi nhom ding thude gia (P < 0,01), diéu d6 cho thiy
su thanh cong cua viéc khau that mach vanh. So véi nhdm mau, thi nhém dung aspirin,
nhom dung axit (S) - salvianolic T liéu thap, nhom dung axit (S) - salvianolic T liéu cao
1 rang c6 thé 1am giam ham lugng MDA va LD huyét thanh ctia chuot thiéu mau cuc bd
co tim (P < 0,05); nhom dung aspirin, nhém dung axit (S) - salvianolic T lidu cao rd rang
c6 thé lam tang hoat tinh SOD huyét thanh ctia chuot thiéu mau cuc bo co tim (twong tmg
P < 0,05, P < 0,01); nhom dung aspirin, nhém dung axit (S) - salvianolic T liéu thép,
nhom dung axit (S) - salvianolic T lidu cao ro rang lam tang hoat tinh kha ning ton tai
cta CK trong huyét thanh ctia chudt thiéu mau cuc bo co tim (P < 0,05, P < 0,01); nhom
dung aspirin, nhém dung axit (S) - salvianolic T lidu cao rd rang c6 thé 1am kha ning ton
tai cua CK - MB (P < 0,01); nhém dung aspirin, nhém dung axit (S) - salvianolic T lidu
thip, nhom dung axit (S) - salvianolic T lidu cao rd rang lam tang kha nang ton tai ctia

Na' - K* - ATPaza.

Nhu duoc minh hoa trén Fig.11, nhém dung axit (S) - salvianolic T liéu cao va
nhom dung aspirin ¢6 hiéu qua tuong duong trong phong ngua nhdi mau co tim cap tinh
gdy ra bdi viée that dong mach vanh. Cac thir nghiém sau d6 con chi ra rang, tuong tu
nhu nhém sir dung axit (S) - salvianolic T, nhém st dung axit (S) - salvianolic T liéu cao
va nhom str dung aspirin cling c6 hi¢u qua tuong duong trong phong ngira nhdi méau co

tim cép tinh gdy ra bai viéc that dong mach vanh.
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Vi du nghién ctru vé duoc luc hoc 2: Hiéu qua bao vé cua axit (R) - Salvianolic T

d6i v6i chung thiéu mau cuc bd co tim cAp tinh & chudt thir nghiém
Nguyén liéu thu nghiém
Nguyén liéu va hoa chat:

1. Nguyén liéu ban du va chét phan tng: pituitrin (Pit) (mdt loai hoocmon tuyén
yén) tiém duoc cung cap bdi cong ty TNHH duoc pham Nanjing Xinbai, véi s616070302.
Nuge mubi sinh 1i thong thudng duge cung cap boi cong ty TNHH duge pham Tianjin
Tian'an, v6i sb 16 201009231, dic diém k¥ thuat: 500 ml/chai. Axit (R) - salvianolic T
v61 do tinh khiét trén 95% duoc cung cép boi vién nghién ctiu cua tap doan TASLY

HOLDING.

2. Thiét bi chinh: M4y ghi sinh li 8 kénh MedLab dugc cung cip bdi Cong ty
TNHH khoa hoc va cong nghé Nanjing Medease.

3. Bong vat: chuot céng trafmg, moOt nira 14 chudt duc va mot nura 1a chudt cai vot
khdi lugng co thé 220 - 250 g, dugc cung cip bdi cong ty TNHH cong nghé dong vat
phong thi nghiém Vital River Bic Kinh, v6i ching chi s6 SCXK (Jing) 2007 - 0001. Tat
ca chudt duge nudi voi ché do an dic biét (duge cung cAp boi Cong ty TNHH Keaoxieli
Diet Bic Kinh) va nu6c & voi trong phong an dong vat & nhiét do phong 20 - 25°C, dugc

chiéu sang 12 gio.
Phuong phap thtr nghiém
1. Thiét ké 1iéu luong str dung

Liéu luong str dung ctia bot dong kho axit (R) - salvianolic T la 10 mg/kg thé trong

d6i v6i nhom st dung liéu cao; 5 mg/kg thé trong d6i voi nhém sir dung lidu thap.
2. Phan nhom:

2.1. Sang loc dong vat: Trude khi thir nghiém chinh thirc, chudt duoc tiém pituitrin

(Pit) (1U/kg) qua tinh mach cht dudi. Sau khi tiém 5 phut, ECG thong thuong va ECG
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da duoc ghi dé quan sét su nang cao diém J va séng T bat thuong. Nhitng dong vat c6

ECG bt thuong trude khi tiém hodc khong man cam véi Pit duoc loai bo.

2.2. Phan nhom dong vat: Chudt thir nghiém mong mudn dugc chia lam ba nhom
ngiu nhién tuong ung 14, (1) nhém d6i chirmg mau, (2) nhom dung bot dong khd axit (R)

- salvianolic T liéu thip, va (3) nhom ding bot dong kho axit (R) - salvianolic T liéu cao.

3. Phuong phép thir nghiém: chudt cong tréng voi khdi luong co thé 220 - 250 g,
mot ntra 1a chudt duc va mot nira la chudt cai duoc phan nhom ngau nhién, moi nhom 10
chudt. Hang ngay, chudt trong cac nhom didu tri duoc cho ubng dich huyén phu trong
nuéce clia cde mau, trong khi chudt & nhom déi ching mau dugc cho udng véi lugng twong
dwong nudce mubi sinh 1i thong thuong. Tt ¢4 chudt duoc cho udng nhu vy trong 7 ngay.
40 phut sau lan st dung cudi cung, chudt dugc gy mé va duge ndi voi thiét bi dé ghi
ECG thong thuong chudn I1. Pituitrin (Pit) dugc tiém véi toc do khong ddi theo liéu luong
1 U/kg thé trong qua tinh mach duéi trong khoang 10 gidy. Su thay ddi ECG da dugce ghi
& 0 gidy, 5 gidy, 10 gidy, 15 gidy, 30 gidy, 45 gidy, 1 phut, 2 phut, 3 phut, 4 phut, 5 phut,
10 phut va 15 phut sau khi tiém. Su khéc biét gita trudc va sau khi ti€ém Pit & moi nhom
cling nhu su khac biét gitta nhom diéu tri va nhoém dbi chimg mau duoc so sanh dé phan

tich su thay d6i diém J va song T, va dit liéu dugc phan tich bang t - test.
Két qua thir nghiém
1. Tac dung dbi véi diém J

Nhu duoc trinh bay ¢ két qua trén bang 8, khi so v6i nhém d6i chimg mau, mtrc
d6 cao cta diém J ciia ECG ctia nhém str dung axit (R) - salvianolic T lidu cao it hon tai
15 gidy, 30 gidy va 45 gidy khi tiém pituitrin gdy ra thiéu mau cuc b co tim cép tinh va
su khac biét co y nghia thong ké trong diéu kién thtr nghiém (P < 0,05).

Bang 8: Su thay dbi diém J & ching thidu mau cuc bd co tim cap tinh (X +s, n=10)

* P <0,05, so vo1 nhom mau

Nhom Thoi diém
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Thong A o o A . . 10
thuong 0 gidy | 15 gidy | 30 gidy | 45 gidy | 1 phuat | 5 phat philt
Nhém mia 0,060 0,039 0,021 -0,022 | - 0,032 | - 0,006 - 0,059 0.035
£0.033 |<0,037 +0,039 |+0,028 |+0,042 |+0,042 |+0,041 10,043
Nhom dung | _ i} )
axit R) - |0.054 10.040 0,023 -0,0521-0,030 | - 0,016 - 0,034 0.025
salvianolic T | - 10,039 |£0,022 |£0,041 |+0,032 [40,052 |
lidu thép +0,046 |£0,027 +0,051
Nhém dung | _ ) )
axit R) - 0049 10040 |- 0,069 | - 0,058 | - 0,052 | - 0,016 - 0,058 0.061
salvianolic T | ’ - o i ’
o 10,037 |£0,039 +0,035* |+0,035%|+0,031* |+0,037 |+0,049 10,049

Nhu duoc trinh bay & két qua trén bang 9, khi so v6i nhém dbi chimg mau, mtc
dd cao cua song T cia ECG ctia nhom sir dung axit (R) - salvianolic lidu cao & 15 gidy va
30 gidy la it hon, va su khéc biét c6 y nghia théng ké trong diéu kién hién thir nghiém (P

<0,05).
Bang 9: Su thay d6i song T & chimng thiéu mau cuc bo co tim cép tinh (X— +s, n=10)

* + P <0,05, so voi nhom mau

Thoi diém

Nhom A

Thong A A A A , . 10

thuong 0 gidy | 15 gidy | 30 gidy |45 gidy | 1 phut | 5 phut philt

3 0,098 |0,161 0,271 (0,131 |0,091 (0,160 |0,135 0,110

Nhém mau

+0,039 [£0,097 [£0,079 |+0,089 |+0,087 |+£0,091 |+0,097 |+0,086
Nhom dung
axit (R) - 0,101 |0,134 0,211 0,189 0,176 0,151 {0,121 0,142
salvianolic T |40,069 |£0,104 [+0,109 |+0,120 [£0,137 |+0,097 |+0,101 |{+0,099
lidu thip
Nhom dung
axit (R) - 0,099 |0,128 10,150 0,100 0,134 0,145 0,127 0,150
TglvianolicT +0,073 | 20,106 |+0,101% |£0,095% |£0,105 |+0,099 |+0,104 |0,102
1€u cao
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Két luan

So v6i nhom kiém ddi ching mau, mic do cao cua diém J cia ECG va song T tctia
nhom str dung axit (R) - salvianolic lidu cao 1a it hon & 15 gidy va 30 gidy, va su khac biét
¢6 y nghia thong ké (P < 0,05). Nhu thé hién trong két qua, theo nghién ctru nay, axit (R)
- salvianolic T (10,0 mg/kg) c6 hiéu luc qua ddi v6i bénh thiéu mau cuc bd co tim cép
tinh chéng. Cac thir nghiém sau hon cling chi ra rang, tuong tu nhu axit (R) - salvianolic
T, axit (S) - salvianolic c6 tadc dung tuong tu dé chéng lai bénh thiéu mau cuc bd co tim

cAp tinh.

Vi du nghién ctru vé duoc luc hoc 3: Phéan tng bay gbc tu do cua axit (S)/(R) -

salvianolic T

Do tac dung oxy hoa truc tiép hodc gian tiép, gbc tu do tham gia rong rai vao qua
trinh sinh 1i va bénh 1i. Khi gbc tw do qua nhiéu, ching ludn ludn tan cong cac dai phan
tr trong co thé bang sw oxy hoa. Hop chét axit salvianolic 1a chat cho nhém phenolic
hydroxyl, c6 nén tang ciu tric cho hoat dong chéng oxy héa ctia chung. Trong nghién
ctru nay, mo hinh phan ung khu gbc tu do 1,1 - diphenyl - 2 - picryl - hydrazyl (DPPH)

da duoc sir dung dé 1am rd hoat tinh khir gbe tu do clia axit (S)/(R) - salvianolic T.
1. Hod chat va thiét bi

Axit (S)/(R) - salvianolic T véi do tinh khiét trén 95% duoc cung cap boi Tasly
Group Academy. Vitamin C va DPPH dugc mua tir SIGMA. Quang phd ké tir ngoai (UV
- 1800) dwoc mua tr cong ty TNHH thiét bi phan tich Rayleigh Bac Kinh.

2. Phuong phép thir nghiém

Thé tich phan tng tong s6 12 2 ml. 1 ml dung dich miu vé6i nong do khic nhau
trong metanol 80% da dugc bo sung vao dung dich metanol chira DPPH ndng do 100 pM,
tron dong nhat dé cho phép dung dich phan tmg trong 20 phut & 25°C, trong bong t61. Do
hép thu cua dung dich phan tmg dugc do & 517 nm. Trong nghién ctru nay, vitamin C
duogc coi nhu 14 dbi chimg duong. Tde do khir gbc tu do durgc tinh toan theo phuong trinh

sau:
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Téc do khir gbe tur do (%) = [(1 - Amin/Adéi ching)/Adéi chimg] % 100%

Trong d6 Amau 1a d0 hap thu cua mau duogc kiém tra, va Adéi chimg 12 d0 hap thu cua

dbi chimng.
3. Két qua thtr nghiém

Axit (S)/(R) - salvianolic T c6 kha nang khur gbe tur do cao hon nhiéu so véi vitamin
C, nhung khong ¢6 su khéc biét dang ké gifra hai dong phan vé kha nang khir gbe tw do
(P <0,05).

Bang 10: Tac dung khtr gbe tu do ciia axit (S)/(R) - salvianolic T

Mau (pg/ml) 0,625 1,25 2,5 5 10

axit (S) -

) ) 10,32+0,81 | 28,77+2,26 | 44,22+1,95 | 86,01+£8,92 | 98,97+5,41
salvianolic T

axit (R) -

: ) 10,51£0,73 | 28,15+2,47 | 43,41+1,85 | 85,5948,75 | 99,47+5,14
salvianolic T

Vitamin C 8,02+0,47 | 15,56+1,81 | 21,32+1,89 | 56,294£5,93 | 79,51+7,26

Vi du nghién ctu vé duge luc hocd: Xéac dinh nang luc khur cua axit (S)/(R) -

salvianolic T

O muc do nhit dinh, tiém luc chdng oxy héa duoc dai dién béi nang luc khir cua
thudc. Nghién ciru vé ning luc khir cta axit (S)/(R) - salvianolic T theo sang ché da duogc

thuc hién.
1. Hoa chat va thiét bi

Axit (S)/(R) - salvianolic T véi do tinh khiét trén 95% dugc cung cip boi Tasly
Group Academy. Kali ferrixyanua tinh khiét duoc mua tir nha may hoa chat Tianjin s6 1.
Axit tricloroaxetic tinh khiét dugc mua tir cong ty TNHH héa chat Sinopharm. Sat clorua
tinh khiét duoc mua tir cong ty TNHH khoa hoc va cong nghé hoa chéat Tianjin
Fengchuan. Vitamin C dugc mua tir SIGMA. Quang phd ké tir ngoai (UV - 1800) duoc
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mua tir cong ty TNHH thiét bi phén tich Rayleigh Bac Kinh. May li tdm lanh (2323K)
duoc mua tr HEMMLE, Duec.

2. Phuong phéap thtr nghiém

0,5 ml dém photphat 200 mM (pH 6.8) c6 chtra ndng do khac nhau cta axit (S)/(R)
- salvianolic T va 0,5 ml dung dich kali ferrixyanua 1,0% (w/v) dugc hut va dugc lam
mat trong bé da sau khi dugc lam nong trong bé nude (50°C) trong 20 phut. 0,5 ml dung
dich axit tricloroaxetic 10% da dugc bd sung va hon hop duge ly tdm & 1000 g/phut trong
10 phit. 1,0 ml dung 16p chét 16ng ndi trén bé mat da dugc 14y ra, roi thém vao d6 1,0 ml
nuée cit va 0,2 ml dung dich sét clorua 0,1% (w/v), gitt yén hdn hop trong 10 phut va do
hép thu duoc do & 700 nm. Trong khi do, thir nghiém so sanh da dugc thuc hién. Vitamin
C hop chét khir manh, dong vai tro 1a dbi chung duwong trong nghién ciru nay. Nang luc
khir cia mau duogc dai dién bai kha ning lam giam do hép thu cua dbi chung so sanh tu
do hép thu clia mau kiém tra. Piéu do ¢ nghia la do hép thu cao hon thi nang luc khu

manh hon.
3. Két qua thir nghiém

Nang luc khir cua tung axit (S)/(R) - salvianolic T déu cao hon ning luc khir cia
vitamin C, khong c6 su khac biét dang ké giira nang luc khtr cta hai ddng phan axit trén

(P <0,05).

Bang 11: Nang luc khtr cua axit (S)/(R) - salvianolic T

Mau (pg/ml) 3,125 6,25 12,5 25 50

Axit (S) -

salvianolic T 0,157+0,027 0,215+0,011 | 0,039+0,012 |0,771£0,0231,573£0,036

AXit (R) -

salvianolic T 0,152+0,034 | 0,212+0,009 | 0,042+0,011 |0,761+0,018|1,561+0,026

Vi du nghién ciru vé duoe luc hoes: Thir nghiém chéng xo phdi cia axit (S)/(R) -

salvianolic T trén chudt
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Xo phdi 1 phan ung va bién ching phd bién sau chin thuong phoi, cac thay doi
bénh li trong d6 ¢6 viém lan téa phé nang, hinh thanh foci (tu diém) nguyén bao soi phoi
va stra chira 13p di lap lai va lang dong qua mtc clia cht nén ngoai bao. Xo phdi thuong
két thic v6i su mét mat vinh vién chirc ning ho hip, va thiéu phac d6 phong va diéu tri
hiéu qua chimg xo phdi. Xo phdi & chudt gy ra boi bleomyxin 12 md hinh phd bién dugc
stt dung dé nghién ctru xo phdi ¢ ngudi, gde tu do oxy duoc tao ra truc tiép va gian tiép

b&i bleomyxin trong mo hinh nay la mét trong nhitng co ché kich hoat xo phoi.
1. Hoa chét va thiét bi

Axit (S)/(R) - salvianolic T v6i do tinh khiét trén 95% dwoc cung cip béi Tasly
Group Academy. Céac bd cong cu (kit) superoxit dismutaza (SOD), catalaza (CAT),
peroxidaza (POD), malodiandehit (MDA) dugc mua tir Vién k¥ thuét sinh hoc Nanjing
Jiangcheng. Bleomyxin dugc mua tir SIGMA.

2. Pong vat

Chudt Con Minh, tAt ca 1a chudt cai voi khdi lwong co thé 22 - 25g, duoce cung cép
bai cong ty TNHH cong nghé dong vat phong thi nghiém Vital River Bic Kinh, va duoc
nudi trong didu kién nhiét do 23 + 2°C, do 4m tuong dbi 65% - 75%, va thoi gian chiéu

sang 12h:12h.
3. Phuong phap thtr nghiém

Chia 40 con chu6t thanh 4 nhém: (1) nhom dbi chirng thong thudng: dugc nhd mii
bang nudc mubi sinh li thong thudng, va duge cho ubng nudc mudi sinh 1i thong thuong;
(2) nhém ddi chimg mau: duoc nhé miii bang bleomyxin, dugc cho udng nude mudi sinh
li théng thuong; (3) nhom ding axit (S) - salvianolic nhom T (16mg/kg): dugc nhé mii
bang bleomyxin, duge cho ubng dung dich axit (S) - salvianolic T; (4) nhom ding axit
(R) - salvianolic T (16mg/kg): dugc nhé miii bang bleomyxin, duoc cho udng axit (R) -

salvianolic T; moi nhom 10 con chudt.

O ngay thtr nghiém thu nhit, chudt dugc gy mé bang cloral hydrat, mdi chuot
duoc nho miii 50 pg bleomyxin dé tao mau xo phdi. Vao ngay thir nghiém thi hai, hai

nhom diéu tri dugce cho udng axit (S)/(R) - salvianolic T, nhém va nhém thong thuong
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dugc cho udng voi lwong bang nhau nude mubi sinh Ii thong thuong mdi 1an mot ngay
trong 3 tuan lién tiép. Vao ngay thir nghiém thir 21, huyét thanh duge tach tir mau lay tir
tinh mach 6 mat dé phat hién TGF - B1, chudt duoc giét dé 1ay phdi, phdi nghién véi nude
cAt hai 1an (ti le phéi va nude cit 2 1an 1a 1:5 (w/v)) thanh dich mo déng nhét, rdi duoc li

tam dé phat hién MDA, SOD, CAT, POD trong mé.

Phuong phap théng ké: Két cia duge trinh bay dudi dang x + s, phén tich bing
phan tich phuong sai mot yéu td giira cac nhom sir dung phan mém thong ké, so sanh

timg doi duoc thuc hién v6i hai nhém t - test mau doc 1ap.
4. Két qua thir nghiém

Téc dung ddi véi chimg xo phodi & chudt gay ra boi bleomyxin: khi so sanh véi
chudt binh thuong, TGF - B1 trong phdi ctia chudt bi xo phoi gdy ra béi bleomyxin ting
9,96 1an, MDA tang 1,83 lan, antioxidaza SOD, POA, CAT giam 1,5 lan, va TGF - Bl
trong huyét thanh ciing tang 4,44 1an, va mau da duoc tao thanh cong. Ca hai axit (S)/(R)
- salvianolic T dé c6 thé wc ché sy gia tang TGF - B1 huyét thanh cta chudt gdy ra boi
bleomyxin (bang 12), ngin chin sy suy giam SOD, POD, CAT trong phdi ctia chudt gy
ra bdi bleomyxin (bang 13).

Bang 12: T4c dung cua axit (S)/(R) - salvianolic T d6i véi ham luong cac yéu td

trong mo va huyét thanh chuét bi xo phdi gay ra bai bleomyxin (x+s, n=10)

*: P <0,05; ¥*¥: P <0,01, so vdi nhom mau

TGF - B1 huyét thanh
Nhom PLhuyetthanh | por 61 ms (pe/e) | MDA (ug/e)
(ng/l)

Nhém thd

om thong 145419 129417 241424
thuong
Nhém mau 651+124 13504264 472454
nhém dung
axit (S) - 263+35%* 541£51%* 3244£33%*
salvianolic T
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nhom dung
axit (R) - 254429%* 562+69%** 311429%**
salvianolic T

Bang 13: Tac dung cua axit (S)/(R) - salvianolic T dbi v6i ham lugng oxidaza

trong md cua chudt bi xo phdi gy ra bai bleomyxin (x+s, n=10)

*: P <0,05; %% P <0,01, so véi nhom mau

Nhom SOD (U/g) | POD (U/g) CAT (U/g)
Nhom thong thuong 61,2+6,7 21,3£2.0 27,42 4
Nhom mau 33,6+5,2 11,516 14,9+1,4
nhém dung axit (S) - 57,3+4,9% | 15,3£2,1%* 24,942 3**

salvianolic T

nhém dung axit (R) - 52,2+5,1*%* | 16,4+1,9% 23,14£2,9%*
salvianolic T

Vi du nghién ctru vé duoc luc hoc 6: Hiéu qua e ché cua axit (S)/(R) - salvianolic

T dbi v6i nguyén bao soi giy ra béi TGF - B

Su phat trién qua mirc clia cac nguyén bao soi gay ra boi TGF - B va su biét hoa
ctia nguyén bao soi hoat hda thanh nguyén bao xo co dong vai trdo quan trong trong su
hinh thanh chimg xo phdi, trc ché su dan truyén tin hiéu cia TGF - B ¢6 thé ngan chin su
tang sinh va hoat héa nguyén bao xo phoi, 14 mot trong nhitng phac d6 quan trong dé

phong va diéu tri chimg xo héa phdi mot cach higu qua.
1. Hoa chét va thiét bi

Axit (S)/(R) - salvianolic T v&i do tinh khiét trén 95% duoc cung cép béi Tasly
Group Academy. Moi trudong nuodi cdy DMEM (Dulbecco's Modified Eagle), MTT (3 -
(4,5 - Dimetylthiazol - 2 - yl) - 2,5 - Diphenyltetrazolium Bromit), TGF - B1 tai td hop
dugc mua tr Sigma. Penixilin va streptomyxin dugc cung cip béi tap doan dugc phdm
CSPC. Huyét thanh bao thai bo duge cung cdp bai Vién vat liéu k§ thuat sinh hoc

Hangzhou Sijiging. B6 cong cu thtr nghiém colagen duoc cung cip bdi cong ty Biocolor.
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B6 cong cu xét nghiém phong xa mién dich (RIA) laminin (LN) dugc mua tir vién cong

nghé sinh hoc Beifang Bac Kinh.

May doc dia vi thé kiéu EL - 800X dugc mua trr cong ty BIO - TEK; tu ap CO»
dugce mua tir cong ty Thermo; may phéan tich té bao theo dong chiy dugc mua tir cong ty

FACS.
2. Dong té bao
Té bao 1929 duoc mua tir vién té bao ctia Hoc vién Quan y (Trung Qubc)
3. Phuong phép thtr nghiém

Céc té bao 1,929 véi mat do 5 x 107/1it duoc didu chinh bang dung dich moi trudng
DMEM chira 10% huyét thanh bao thai bo rdi duge cdy vao dia 96 giéng, dugc nudi trong
24 gid. B& sung moi trudong chira cing ndng d6 2 pg/l TGF - 1 va khac nong do axit
(S)/(R) - salvianolic T. Mdi nhom gdm 6 giéng, nong dd cudi cing cua axit (S)/(R) -
salvianolic T1a 0, 1, 3, 10, 20, 40, 80 va 150 pmol/l. Loai bé mo6i trudong sau khi nudi céy

72 gidy, phén tich hoat tinh té bao bang phuong phap MTT.
4. Két qua thtr nghiém

Axit (S) - salvianolic T va axit (R) - salvianolic T ¢6 hi€u qua tc ché su phat trién
ctia t& bao L929 gdy ra boi TGF - Bl (Fig.12), ICso (ndng dd trc ché 50%) cua axit (S) -
salvianolic T 1a 26,1 pmol/l, ICso cta axit (R) - salvianolic T 1a 26,9 umol/l, khong co6 su

khac biét dang ké gifta hai dong phan.

Két qua kiém tra dugc luc hoc theo séng ché cho thay rang, axit salvianolic T theo
sang ché c6 hoat tinh phong ngira chirmg ndéi mau co tim cép tinh va thiéu méau cuc bo co
tim cép tinh, c6 kha nang khir va lam giam gde tu do xudt sic, cling nhu ¢6 hoat tinh t6t

trong diéu tri bénh xo phéi.
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1. Axit salvianolic T ¢6 cong thtrc (I), mudi dugc dung ciia no, chit ddng phan bat dbi

xung (chiral) va solvat cua no:

Cong thuc (T)

2. Phuong phép diéu ché axit salvianolic T theo diém 1, trong d6 phuong phép nay bao

gom cac budc:

(1a) chiét xuit duoc phdm dan sam (Radix Salviae Miltiorrhizae) & dang thd hodc
hdn hop ciia dan sam va cac dugc pham ¢ dang tho khac véi nude, ¢d dic dich loc dé thu
duge san phdm chiét trong nude, tiép d6 bd sung ruou dé tién hanh két tia va thu duoc
16p chét long ndi trén bé mat, co dic 16p chét long ndi trén bé mat dé thu duogc san phém

chiét trong ruqu;

(1b) pha lodng san pham chiét trong rugu cia bude (1a) véi nude, rot hon hop 1én
nhua hép thu ¢ 16 Xép 16n, rira nhua béng dung dich nuéc axit dé loai bo tap chét va tiép
d6 rira giai nhwra bang etanol dé thu dugc san pham rira gidi trong etanol, cd dic san pham

rira giai trong etanol dé thu duoc chét chiét;
hodc, thay thé cac bude (1a) va (1b) bang budc (1) sau:
(1) hoa tan axit salvianolic B trong nudce, gia nhiét cho dung dich thu duoc;

(2) diéu chinh pH cta dich phan tmg thu dugc & budce (1) dén pH axit, hodc tinh
ché dich chiét thu duoc ¢ bude (1b) bing sic ki 16ng ¢6 ap sudt cao (HPLC) didu ché, véi
cOt silica gel pha dao C18, hdn hop axetonitril - nudc - axit formic 1am chét rira giai, thu

gom san pham rira giai chira axit salvianolic T.
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3. Phuong phap theo diém 2, trong d6 phuong phép nay con bao gbém thém budec:

(3) tach chét déng phan bat dbi xtrng tir axit salvianolic T thu duoc trong budce (2)
bing sic ki 16ng didu ché, vai cot sic ki 1a cot bit dbi ximg pha dao, chét ria giai 1a hon
hop axetonitril - nudc - axit formic, thu gom san pham rira giai chtra axit (S) - salvianolic
T va axit (R) - salvianolic T mot cach riéng r€, dong kho dé thu dugc san pham tinh khiét

cua axit (S) - salvianolic T va axit (R) - salvianolic T.

4. Phuong phép theo diém 2, trong d6 & bude (1a), dugce pham dan sdm & dang tho hoic
hdn hop ctia dan sam va cac duge pham & dang thd khac 1a nhiing mau thude sic, vun
nghién hodc bot, duoc phdm & dang tho khac thudc loai nay la tam thét (Radix
Notoginseng) hodc hoang ky (Radix Astragali) hoac td hop cua hai loai nay ma tuong

thich voi dan sam.

5. Phuong phép theo diém 2, trong d6 & buéc (1a), bude chiét xuét trong nude duoc thuc
hién nhu sau: sic duoc pham & dang tho véi nude theo ti 18 khdi lugng nudce gép 4 - 8 lan
thé tich duoc phém & dang tho trong 1,5 - 4 gio; loc; ¢d ddc dich loc dé thu duoc dich
chiét trong nude véi ti trong tuong déi 1a 1,10 - 1,30 (& 80°C).

6. Phuong phap theo diém 2, trong do & bude (1a), dung dich nuéc kiém duge st dung
trong budc chiét xuit bang nude, dung dich nuéc kiém nay it nhat duge chon tir nhom
bao gém: dung dich natri bicacbonat, dung dich nu¢c natri cacbonat, dung dich kali hydro
cacbonat, dung dich kali cacbonat, dung dich nu¢c natri hydroxit, dung dich nuéc kali

hydroxit.

7. Phuong phap theo diém 2, trong d6 & budc (1a), qué trinh két tha bang rugu duoc thuc
hién nhu sau: bd sung etanol 95% (thé tich/thé tich) vao dich chiét trong nudc dé tién
hanh két tha cho dén khi ndng do etanol dat 50% - 70% (thé tich/thé tich) (& 25°C), roi
hén hop duge dé yén trong 8 - 36 gio; thu nhan phan 16p chét long ndi trén bé mit, thu
hdi etanol dudi ap sudt thip, co ddc dé thu nhan dich chiét trong rugu véi ty trong twong
dbi 1,25 - 1,5 (6 60°C).

8. Phuong phap theo diém 2, trong d6 & budc (1b), nhya hap thu c6 18 x6p 16n 14 loai

nhya hip thu ¢6 16 xdp 16n khong phéan cuc hodc phén cuc yéu.
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9. Phuong phap theo diém 2, trong d6 & bude (1b), ty 1& khdi luong cia duge pham &

dang tho trong budc 1(a) so v6i nhua hép thu ¢6 16 x6p 16n 12 5:1 - 1:1.

10. Phuong phap theo diém 2, trong d6 & bude (1b), dung dich nudc axit 1a it nhat mot
dung dich dugc chon tir nhom bao gdm: dung dich nuéc axit clohydric, dung dich nudce
axit sunfuric, dung dich nudc axit nitric va dung dich nudce axit axetic hoac to hop cua
chung; pH cua dung dich dugc diéu chinh nam trong khoang 1,0 - 5,0; rira bang dung

dich nudc axit cho dén khi san pham rira gidi la gan nhu khong mau.

11. Phuong phap theo diém 2, trong d6 & bude (1b), etanol 50% - 95% (thé tich/thé tich)
dugc st dung dé ra cot 4 - 10 lan, tiép do san phém rira giai duoc co6 dac dé thu duoc

san pham chiét khong c6 mui ruou.

12. Phuong phap theo diém 2, trong d6 & budce (1), nguyén liéu ban dau dung cho phin

g 12 axit salvianolic B hodc mudi cua no.

13. Phuong phép theo diém 2, trong d6 & bude (1), ty 1é khéi lugng cua axit salvianolic
B va dung dich nude 14 1:0,1 - 1:100000, nhiét do phan tmg la 10 - 150°C, thdi gian phan
g 13 10 phit dén 24 gio.

14. Phuong phap theo diém 2, trong d6 & budce (1), dung dich nude 1a dung dich nudc

axit, dung dich nudc trung tinh hodc dung dich nude kiém.

15. Phuong phép theo diém 2, trong d6 & bude (2), dung dich bét ki trong s dung dich
nudce axit clohydric, dung dich nudce axit sunfuric, dung dich nuéc axit nitric va dung dich
nudce axit axetic hodc t hop ciia ching déu c6 thé dugc st dung dé diéu chinh d¢ pH ctia

dung dich phéan tmg vé 1,0 - 6,0.

16. Phuong phéap diéu ché theo diém 2, trong d6 & budc (2), sic ky 16ng co ap suét cao
(high pressure liquid chromatograph-HPLC:) c6 thé 1a HPLC truc dong (dynamic axial
HPLC), cot sdc ki 1a cot silica gel pha dao C18, hoa tan dich phan mg da duoc diéu chinh
pH trong budc 1 hodc dich chiét thu duoc & bude 1(b) véi pha di dong, pha di dong 1a
axetonitril:nude:axit formic voi ti 1€ thé tich 10:90:1 - 90:10:1; dung mdi rira giai st dung
ti 1& cta pha di dong noi trén, phuong phap rira giai la rira giai dang dung moi hodc rira

giai gradient; tdc do dong 1a 300 ml/phit; budc song phat hién 1a 280 nm; HPLC dugc st
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dung dé giam sat qua trinh rira giai, thu gom phén doan trong khoang thoi gian luu gitr

21,2 - 24,0 phut, cd dac dé séy kho, thu duoc axit salvianolic T.

17. Phuong phép theo diém 3, trong d6 & budc (3), sic ki 1éng didu ché dugc sir dung dé
thuc hién tach chét déng phan bat ddi ximg, cot sic ki 1a cot pha ddo, hoa tan axit
salvianolic T thu duoc & budc (2) vdi pha di dong, pha di dong la axetonitril:nudc:axit
formic voi ty 18 thé tich 12 10:90:1 - 90:10:1; dung moi rira giai st dung ti 1€ cua pha di
dong ndi trén, phuong phap rira giai la rira giai dang dung moi hodc rira giai gradient; toc
do dong la 25 ml/phut; budce soéng phat hién 1a 280 nm; HPLC dugc st dung dé giam sat
qua trinh rira giai, thu gom mot cach riéng biét phan doan axit (S) - salvianolic T ¢ thoi
gian luu gitt 19,5-21,1 phut, axit (R) - salvianolic T ¢ thoi gian luu gitr 23,9-25,3 phut,
dong kho sau khi co dac ¢ nhiét do thép, thu nhan san phém axit (§) - salvianolic T tinh

khiét va axit (R) - salvianolic T tinh khiét.

18. Phuong phép theo diém 17, trong d6 nhiét d6 thap 1a nhiét d6 nim trong khoang tir
10 dén 40°C.

19. Duoc phém chira axit salvianolic T, mubi duoc dung cuda no, chét déng phéan bat dbi

xing va solvat ciia n6 theo diém 1.
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